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‘ber den Bleigehalt der Haare. 
Von 
Heinrich Kraut und Marta Weber. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie, Dortmund.) 
(Eingegangen am 23, Dezember 1944.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Bestimmungen des Bleis in menschlichen und tierischen Haaren 
sind bisher nur von wenigen Forschern ausgefiihrt worden. Dabei 
wurden fast immer so groBe Mengen van Blei gefunden, daB die Haare 
neben den Knochen! als die bleireichsten Organe des Kérpers erscheinen. 

(i, Meillére?, der sich zuerst mit dem Bleigehalt der Haare be- 
schiftigte, fand in 100 g Haaren von 60 Bleivergifteten 20 bis 270 mg 
Blei. Er beschreibt ausfiihrlich zwei Fille’, in denen die Bleivergifteten 

‘nach ihrer Tiitigkeit in einem Bleibetrieb sich liingere Zeit in anderen 
Berufen befunden hatten, in denen keine erkennbare Méglichkeit einer 
intensiven Beriihrung mit Blei vorhanden war. Bei der 1 Jahr nach 
dem Austritt aus dem Bleibetrieb erfolgten Aufnahme in das Hospital 
hatte der eine 80mg Blei in 100g Kérperhaaren. Dem anderen, der 
im ganzen nur 10 Tage in einem Bleibetrieb gearbeitet hatte, wurden 
wihrend seines zweimonatlichen Aufenthaltes im Hospital dreimal die 
Kopfhaare geschnitten; sie enthielten in 100g das erstemal 270 mg, 
dann 106, schlieBlich 20 mg Blei. 100 g Kérperhaare enthielten 550 mg 
Blei. Meillére kommt daher zu dem Ergebnis: ,,Les productions pileuses 
retiennent le plomb dés le début de l’intoxication. Cette localisation 
spéciale peut étre considérée comme une forme d’élimination.“* Mezllére 
hilt zwar4 eine direkte Fixierung von bleihaltigem Staub auf den Haaren 
und Nageln fiir méglich, weist aber auf die hohen Bleigehalte der Haare 
des sich monatelang im Hospital befindenden Bleikranken hin, bei dem 
jede Moéglichkeit einer weiteren direkten Impriignierung ausgeschlossen 
war. Die von Meallére angewendete Bleibestimmung durch Elektrolyse 
erscheint auch heute noch als zuverliissig, zumal er 20 bis 30g Haare 
fiir den Versuch verwendete. 

Die Bleianreicherung in den Haaren bei Bleivergiftung wird von 
B. Behrens® bestritten. Da er aber in den Haaren von normalen Personen 
kein Blei findet. ist anzunehmen, daB seine analytische Methode nicht 


geniigt, um so kleine Mengen Blei zu erfassen. J. L. Melnik und G. R. 


' 4. Gusserow, Virchows Arch. 21, 443. 1861. 2 (‘'. r. soe. biol. 55, 517, 
1903. 3 Le saturnisme, 8S. 79--8]. Paris, Verlag O. Doin. 1903. — 4 C. r. soe. 
biol. 54, 1134, 1902. 5 Zeitschr. f. exper. Path. u. Pharm. 109, 332, 1925. 
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Cowgill! machen den Einwand, daB es auch durch aufeinanderfolgende 
Behandlung mit Ather (zur Entfernung von Fett), Seifenlésung, Essig. 
siure und Salpetersiure nicht gelingt, anhaftendes Blei von Haaren 
zu entfernen. Sie schlieBen daraus, daB der hohe Bleigehalt in dey 
Haaren von Bleiarbeitern nur ein Zeichen fiir die hohe Verunreinigung 
ihrer Haare mit Bleistaub ist. Die Bleibestimmung in den Haaren kann 
nach ihrer Auffassung nur dazu dienen, die Wirksamkeit von gewer)e. 
hygienischen MaBnahmen in den betreffenden Betrieben zu kontrollieren 
Zur Stiitze dieser Auffassung schildern sie einen Tierversuch, bei dem 
fiinf Ratten sowohl durch Injektion, als auch per os zwischen 7() und 
140 mg Blei erhielten. Der Bleigehalt der Haare stieg von 0,2 bis 0,6 mg 
vor der Vergiftung auf 0,7 bis 1,8 mg in 100g der wahrend 3 Wochen 
nach der Vergiftung gewachsenen Haare. Aber ein Kontrolltier, das 
beim ersten Scheren der Haare 0,3 mg Blei ergeben hatte, besaB nach 
dem zweiten Scheren, das dem Scheren der Haare der vergifteten Tiere 
gleichzeitig war, 2,5mg Blei. Melnik und Cowgill folgern, daB die 
Zunahme des Bleis bei allen Tieren, sowohl bei den vergifteten wie bei 
dem Kontrolltier auf einer aiuBerlichen Beriihrung mit Blei beruhen 
miisse. Dies beweist aber nur, da die Versuchsbedingungen nicht 
geeignet waren, um eine Zunahme des Bleigehalts auf Grund der von 
Meillére angenommenen Bleiausscheidung in den Haaren zu konsta- 
tieren. Wir hielten es daher fiir angebracht, durch geeignetere Versuche 
zwischen den Auffassungen von Meillére und von Melnik und Cowgill 
eine Entscheidnng herbeizufiihren. 


Methode. 


Zur Bestimmung des Bleis verwendeten wir das in der Abhandlung 
von H. Kraut und G. Lehmann iiber die Gefahrlichkeit von Bleibenzin2 
ausfiihrlich beschriebene Verfahren. 


Wir veraschen das Haar mit Salpetersdiure und fallen das Blei nach Zusatz 
von Kupfersulfat mit Schwefelwasserstoff. Das in der zitierten Arbeit hier 
anschlieBende Auswaschen des Sulfidniederschlags mit Natriumsulfidlésung 
zur Entfernung von Arsen, Antimon und Zinn konnte unterbleiben, nachdem 
wir festgestellt hatten, daB diese Elemente in den in den Haaren vorkommenden 
Mengen keine erkennbare Farbung mit Dithizon gaben. Wir zerstéren dir 
Sulfide durch Abrauchen mit Schwefelsaure und trennen die Metalle durch 
Klektrolyse in salpetersaurer Lésung, wobei das Blei anodisch, das Kupfer 
kathodisch abgeschieden wird. SchlieBlich bestimmen wir das Blei kolori- 
metrisch nach der Dithizonmethode. 

Zur Entfernung von etwa anhaftendem., bleihaltigem Staub wurden die 
Haare erst mit Petrolather mehrfach ausgewaschen, dann zwischen Filtrier- 
papier abgepreBt und getrocknet. Zusatzliches Waschen mit Seifenlésung ode: 


? Proc. Soc. exper. Biol. a. Merl. 38, 899, 1938. — * Arch. f. Gewerbe- 
path. u. Hyg. 11, 256, 1941. 
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Pracutan anderte den Bleigehalt der Haare nicht mehr. Zu jeder Analyse wurde 
|g Haare verwendet. Falls Doppelanalysen keine gute Ubereinstimmung 
xigten, wurde, wenn méglich, eine dritte Analyse ausgefihrt. 


Der Bleigehalt menschlicher Haare, 


137 Analysen der Haare von Menschen, die keinen besonderen 
AnlaB hatten, mit bleihaltigen Verbindungen in Beriihrung zu kommen, 
enthielten 0,5 bis 4,0 mg Blei in 100 g Haaren, im Durchschnitt 1,7 mg. 

Haare von Miannern enthielten etwas weniger Blei als die von 
Frauen. Im Durchschnitt hatten die Haare von 79 Frauen (Tabelle I) 
in 100g 1,9 mg, die von 58 Mannern (Tabelle II) 1,5 mg Blei. 

Zwischen den beiden Beob- — 34, 
achtungsreihen besteht ein sta- . 
tistisch zesicherter Unterschied. 
Nach S. Koller! trifft dies bei 
insgesamt 137 Beobachtungen zu, 
wenn die Differenz der Mittel- 26 
werte der beiden Beobachtungs- 
reihen, geteilt durch die mitt- 
lere Abweichung dieser Diffe- 
renzZ Opie, einen Quotienten von 
mindestens 3,06 ergibt. In un- 
serem Falle betrigt der Quo- 
tient 3,3. 

In Abb. 1 sind die Analysen 
nach der Haufigkeit angeordnet. 
Die gr6Bte Haufigkeit findet sich 
zwischen 1,0 und 1,5mg Blei, 
nimlich bei 22 Werten von 
Frauen und 19 von Mannern. 

Wenn die Unterschiede im 
Bleigehalt der Haare entspre- ; al. 
chend der Auffassung von Melnik 55 0 i bb bS SO SS 40 45mg 
und Cowgill durch die wechselnde foteadenes Ph in 1085 Heoren 
Bertthrung mit bleihaltigem Ma- Abb. 1. Héufigkeiteverteilung der Bleigehalte 

¥ menschlicher Haare, bezogen auf 100 Fille. 
terial hervorgerufen werden, kann 
man den Unterschied zwischen den Haaren von Mannern und Frauen 
sowohl auf die infolge des Haarschnittes kiirzere Expositionsdauer, wie 
auf die hiufigere Waschung der Mannerhaare zuriickfiihren. Es kann 
dann auch nicht erwartet werden, daB in gréBeren Abstiinden wieder- 
holte Analysen bei denselben Personen denselben Bleigehalt der Haare 
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1 Graphische Tafeln zur Beurteilung statistischer Zahlen. Dresden u. 
leipzig, Verlag Th. Steinkopf, 1940. 
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Tabelle I. Bleigehalt der Haare von Frauen. 








> EE — SE — LL 











mg Pb Ing Pb 
/ mg Pb in 100g | mg Pb in 100g 
Nr, Name Alter Farbe*) in 100g | Haaren | Nr. Name | Alter/Farbe* in 100g Haaren 
Haaren 1 Jahr Haaren 1 Jahr 
spiter Spiter 
: SS = _— 
1 HM. 29 U | 0,64 116 |41'/B.K. 10} P| 1,96 
2'N.N./ 21) U 2,63 — |42/A.D./ 40} U | 1,17 
3. N-N./ 18! T | 2,71 — [48/U.C.| 20; K | 1,68 
4 NN. 19: U 2,35 — |44)G.H.| 20; T | 1,44 
6} BS; 3) L | 847 | 45|N.N.| 30} U > 2.94 
6 | F.R. 34) P 164 | — |46|/M.H./10|} M | 1,23 
7ILW.| 2| F 1,26 | 47|N.N.| 30] V | 3,05 
8 |N.N. 30) X 102 | ~— [48,N.N.} 20] U ! 1,99 
9/LF. | 389) L 2,99 | — |49'K.E./ 10| I 2,14 
10|N.N. 28) Vv | 1,43 | 60/J.H.|50/ U 1,79 
1) A.C.) 22] G! 256 | 61) L.8./10] J | 2,43 : 
12 N.N., 28! P| 0,99 62) M.K./ 60} X | 1,05 = 1,25 
13 A.K.| 38; U | 1,78 — |68)M.N.| 20} P| 236 
14) R.8S. 20 H | 3,03 — [64 N.N.| 4/ L | 3,63 
16 |1.8. | 28| P 0,90 —_ |65) N.N.| 60 |grau 1,37 
16 |T.B./ 21; 8 0,82 0,97 [56 N.N.| 30! V 2,67 - 
17 N.N.; 28) IIT} 1,18 -— |67)N.N.| 20! P | 4,02 ‘ 
18 N.N. 33) V | 0,72 — |68/R.8.| 20) H 3,78 ~ 
19 | N.N.| 27/1 T | 1,42 — }69/L.8.; 20; P | 1,10 
20 '|N.N. 22/ O 1,35 — [60 M.S./ 45) P | 2,02 
21 M.W. 34, 8 | 1,68 | 1,67 [61)N.N./ 30| 0 | 2:30 
22 |N.N.| 34) U | 1,40 — |62)N.N.| 26/ V | 2,71 
23|N.N. 60 IIT) 0,62 — |63)U.R./ 7| K | 218 “ 
%)LE. | 30' Q | 1,56 64) H.W.| 38; P | 1,94 = 
25 ||L.R.| 16); Q | 1,81 . 65) M.H.} 13} L | 1,55 1,62 
26 |8.J. 21) M | 1,24 — [66/,L.K.|17} X | 1,78 | 1,17 
27||K.W. 48| V | 1,93 — |67)M.D.| 28; S | 2,61 
28 MR. 40) M | 3,38 — |68/L.R.| 30; U | 2,45 2,03 
29) M.B. 20) P 1,27 — |69/M.H.| 24; M > 2,72 
80 ||L.H.; 27/ T | 1,86 | 70|M.H. 20' M ~~ 2,38 
31'}G.R.; 20; T | 816 | 1,01 |71/G.8.| 20! O | 1,93 
32 | R.M.; 19 | U 1,72 — |72)R.T.| 30| I 1,83 = 
33 | F.D.! 64) V 1,49 — |73)/L.C./21/ P | 1,49 _ 
34}/E.E./17; X | 1,17 1,04 | 74, H.W.) 26} O 1,79 
35 | G.S. | 20 | III 2,74 -- 75|| E.S. | 49 | grau, 1,€4 
6 LA.) 17 | °C 0,92 1,83 /76,H.8.| 18) O 226 , — 
37 | L.W.| 34) P 1,18 “th Re Ue ao: ee 
36 | R.J. | 20!) T 1,88 78 R.H.| 18 V isi | - 
39 | H.W. 60 P 1,95 — |79/H.S./ 18) 8S | 3,82 - 
40 i. R. 50 V 2,12 2,01 Mittelwert: 1,92 
Mittlere Abweichung ............... o=+ 0,76 


Mittlere Abweichung des Mittelwertes a, = 0.086 
* Vgl. Anmerkung zu Tabelle III. 


ergeben. Bei 15 Personen waren wir in der Lage, nach ungefahr einem 
Jahr die Bleianalysen zu wiederholen (s. Tabellen I und II, letzte 
Spalte). Dabei zeigte sich immerhin in elf Fallen eine bemerkenswerte 
Ahnlichkeit der ersten und zweiten Analyse. Man kénnte danach, wenn 
man der Auffassung von Meillére folgt, eine gewisse individuelle Ten- 
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Tabelle II. Bleigehalt der Haare von Mannern. 


_—_—_ == 





mg Ph | mg Pb 





mg Pb in 100g mg Pb in 100¢ 
Nr.| Name Alter Farbe*, in 100g Haaren |Nr.|) Name Alter Farbe* in 100g Haaren 
Haaren . 1 Jahr Haaren 1 Jahr 
spater spiter 
1/M.K.!20; U !0,77 | — |30! T. | 29; P | 1,24 
9 H.K.| 48 4 0,63 | - 31|| M. 31 R 0,95 -- 
3/E.K. | 32 V {| 107 | 0,76 S2ii C. 30 r 2,27 
, . ar || 7,2 (Marz) | 33) S. mi UY 0,67 _ 
4.M.F.) 34 U | 1,85 |) 9’9 Coney]34| W. | 31) T 124 | - 
5 G.L. | 44 U 0,95 | = Sai FP. 27 V 1,05 ~— 
6 | P. F. 5 G 1,21 4,84 36) W. 24 Pp 0,81 
7 N.N.! 40 D | 35o0 | — 37|| H. 19} O 0,86 -- 
8 W.R.)| 38 VY ' 3a | 2&6 38 S. 26 U 2,42 -~ 
9 W.D.| 28 S | 1,02 | 39 W. = 40 V 2,14 
10 N.N. 3, W 0,85 | 40) §. 26 U 13? 
11 E.B. | 28 | W 0,94 | — 4ii| T. 38 - 0,61 — 
12; N.N.} 28 | W 0,88 | _ 42) D. 40 U 2,24 
13 K.W.! 73 | grau' 0,68 — 43 B. 37 y 2,37 
4;0.V. | 17 | II | 3,38 44) R. 21 of 1,19 
15 K. B. oi HB} 351 — 45|| H. 39 U 1,70 — 
16 N.N. | 32 S {| 129 | — 46] W. | 37 ‘i 3 2,15 — 
17)}N.N.| 29} U | 1,16 47|| W. | 21 V 0,83 
18 E.P. | 63 | grau; 1,08 | 48 H. 26 | F 1,62 
19; H. | 29] X | 1,15 | 49| R. | 29 U | 3,36 
20 S | 2) P | 0,63 | 50)| G. | 29} V | 1,26 _ 
21 H. 20; K | 0,46 | - 51|| W. | 33 U 3,13 — 
22 S&S. 22 P | 2,14 | — 62); H. 28 P 1,07 -- 
93 M. 20 we | Be 63; K 23 K 2,55 
24 r. 29 a ee 64| S. 40; V 2,72 ; 
25 L. 21 P 2,24 } —_ 55 }. 32 P 1,26 = 
6% F. 36 Pr ee | -- 66) H. 31 L 0,78 — 
27 S 1-22 P 0,82 | _ 67)| H. 29 U 1,74 
28 H. 32 V 1,33 | — 58) Z. 31 U 1,56 a 
9 J. |) O | 064 Mittelwert: | 1,47 
Mittlere Abweichung................ o = + 0,79 
Mittlere Abweichung des Mittelwertes om = 0,104 


° Vgl. ‘Anmerkung zu Tabelle III. 


denz zur Ablagerung von Blci in den Haaren bei einer durchschnittlichen 
Berithrung mit bleihaltigem Material vermuten. 

In guter Ubereinstimmung mit unseren Befunden stehen die 
Analysen von Melnik und Cowgill iiber den Bleigehalt der Haare ihrer 
Normalgruppe. Bei 20 Personen fanden sie zwischen 1,0 und 4,1 mg 
Blei, im Durehschnitt 2,1 mg. Dagegen sind die von K. N. Bagchi, 
H. D. Ganguly und J. N. Sirdar’ in {ndien untersuchten Haare wesent- 
lich bleireicher. In 88 Analysen wurde ein Minimum von 0,6 mg, ein 
Maximum von 50,8 und ein Durchsechnitt von 8,1 mg Blei beobachtet. 
Wenn auch angenommen werden kénnte, da es sich bei dem beob- 


1 Ind. J. Med. Res. 26, 935, 1939. 
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achteten Maximum um einen Fall von Beriihrung mit bleihaltigem 
Material handelt, so ]aBt sich bei so zahlreichen Analysen der viermal 
héhere Durchschnitt nicht durch zufallige Berithrung mit bleihaltigem 
Material erklaren. 


Die indischen Autoren beobachteten einen deutlichen Zusammen 
hang des Bleigehalts mit der Haarfarbe. Die schwarzen Haare indischer 
Frauen enthielten die héchsten Bleimengen. In unserem Material ist 
ein derartiger Zusammenhang mit der Haarfarbe nicht festzustellen. 
In Tabelle III sind die Analysen nach der Haarfarbe gruppiert. Die 


Tabelle III. Bleigehalt und Haarfarbe. 








i] | Durehschnittlicher 
Haarfarbe | Bezeichnung nach | 74h) der Fille; —_Bleigehalt 
|| Fiseher-Saller * | meta 1006 
a ees — EN Eseiresomieatick. Acne 
Hellblond A-—-G | 1,49 
Blond H—N 
Rotblond I —VI 
Dunkelblond ... ° O-T 
U-V 
w-yY 
- 1,19 


* Die Haarfarbe wurde durch Vergleich mit der nach Fischer-Saller von O. Berger, Kiel, 
Karistr. 5, bergestellten Haarfarbentafel ermittelt. Die Buchstaben und Zahlen entsprechen de! 
in dieser Tafel verdffentlichten Einteilung. 


Verteilung der Haarfarbe ist zu ungleich, als daB hieraus bindende 
Schliisse gezogen werden kénnen. Auf dunkelblond entfallen 52, auf 
braun 44 Werte, also zusammen zwei Drittel aller Analysen. Wenn 
iiberhaupt, kénnte man einen hdheren Bleigehalt eher den blonden 
Haaren zuschreiben, von denen 19 Werte einen Durchschnitt von 2,3 mg 
Blei ergaben. Das laBt vermuten, daB es sich bei den indischen Beob- 
achtungen nicht um einen Unterschied der Haarfarbe, sondern entwede: 
um einen Unterschied der Rasse oder um eine gréBere Beriihrung der 
Haare der indischen Frauen mit bleihaltigem Material handelt. Gegen 
Jetztere Erklirung ist anzulithren, da& Bagchi, Ganguly und Sirdar eher 
eine geringere als eine gréBere Beriihrungsméglichkeit mit Blei fiir die 
indische Bevélkerung annehmen. Herr Dr. EF, Kofranyi macht uns 
darauf aufmerksam, daB im Orient zum Kammen schwarzer Haare 
vielfach Bleikimme verwendet werden, weil dadurch die Haare eine 
tiefere und gleichmiBigere Farbe erhalten sollen. Dies wiirde den 
Unterschied zwischen den indischen und unseren Analysen befriedigend 
erklaren. 


Bei den Haaren der untersuchten 137 Personen war keine besondere 
Beriihrung mit bleihaltigem Material anzunehmen. Zum Vergleich 
analysierten wir die Haare von 3] Arbeitern einer Akkumulatoren- 


Om-31 2 oF Wtor 
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fabrik1. Die Haare der Arbeiter, ob sie kurze Zeit (4 Wochen) oder 
jabrelang im Betrieb gearbeitet hatten, enthielten sehr viel gréBere 
Bleimengen als die der in Tabellen I und II angefiihrten Personen, 
nimlich zwischen 30 und 385 mg Blei in 100 g Haaren (s. Tabelle IV). 
Zwischen den héchsten Werten der Tabellen I und IT und den untersten 
der Tabelle IV ist also ein Unterschied von 1:7. Nur ein Wert der 
Tabelle 1V liegt mit 14 mg Blei deutlich tiefer. Die Haare gehérten 


Tabelle IV. Bleigehalt der Haare von Arbeitern aus einer 
Akkumulatorenfabrik. 











mg Pb in 100 g Haaren 


| H Beachiftigt 
-, || Kontroll-,;, i = 
‘| Nr. i | Entnahme | Entnpahme 
| i als aclt | 21. VII. 1941 18..X. 1941 


122 | GieBer | Sept. 1986 | 44 101. 44 83 
4167 | ” Aug. 1940 | 48 47 85 34 
3488 “ Aug. 1940 50 99 | — -5 
3966 | m Juli 1941 i4 1 | — 
1799 Pastierer Nov. 1937 120 111 67 71 
” Okt. 1938 | 312 - 
= Nov. 1940 | 266 | 193 201 
- April 1941 ee pa 
Mischer Juni 1940 é 121 | 163 169 
|| Transportierer Marz 1941 22 | 42 48 62 
i ” April 1941 170 42 60 59 
Léter ' Nov. 1940 - -- 
a Nov. 1939 i 140 | 87 
|: VergieBer Febr. 1940 - 
| Léter 141 - 
Formierer Mgi 1937 132 95 
j ” Okt. 1940 : : 
| Transportierer Juni 1941 - - 
| VergieBer Febr. 1941 24 
Stanzer Juni 1941 ‘ 166 
Léter April 1936 60 
” | Mai 1940 = es 
99 Febr. 1941 ‘ > - 
VergieBer ' Marz 1939 
| Einbauer Aug. 1938 
| Plattentrockner | Juli 1941 48 | 
Plattenpacker Nov. 1927 é 131 
| Auslader | Mai 1924 : 38 
| Léter Mai 1939 : 56 | 
; Monteur | Febr. 1935 85 124 204 | 
Waggonablader = = -- 





I | 
2 | 
3 | 
4 
5 
6 
8 
9 | 
10 
1l 


—" 
no 


st 
aS om CO 


— 
~1 








1 Der Akkumulatorenfabrik A.-G. in Hagen danken wir fir ihr freund- 
liches Entgegenkommen bei der Beschaffung des Untersuchungsmaterials. Zu 
besonderem Dank sind wir Herrn Gewerbeobermedizinalrat Dr. Schéller ver- 
pflichtet fiir seine tatkraftige Unterstiitzung bei der Auswahl und Sammlung 
des Materials und fiir die freundliche Uberlassung der Untersuchungsbefunde 
der ausgewahlten Arbeiter. Dabei wurde festgestellt, daB sich unter den heran- 
gezogenen Arbeitern kein Bleikranker befand. 
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einem Arbeiter, der erst 8 Tage in der GieBerei beschaftigt war. Die 
Haare eines anderen, an demselben Tag als Plattentrockner eingestellten 
Arbeiters ergaben aber schon iiber 40 mg Blei. 

Die Bleigehalte liegen so hoch, und die Anderung erfolgte in den 
beobachteten Fallen so rasch, daB eine so groBe Ausscheidung dex 
Bleis in den wachsenden Haaren unméglich angenommen werden kann. 
Es muB sich also um eine durchWaschung mit Petrolither oder Seifen. 
lésung nicht entfernbare, auBerliche Verunreinigung der Haare mit 
Blei handeln. Dafiir spricht, daB die Pastierer, Mischer, Formierer und 
Einbauer besonders ‘hohe Bleigehalte aufwiesen, bei denen nach der 
Art der Arbeit eine wesentlich intensivere Beriihrung mit bleihaltigem 
Staub erfolgt als bei den GieBern und Létern.’ Um dies zu beweisen, 
wiederholten wir 3 Monate spater bei 18 Arbeitern die Analvsen, ver. 
anlaBten aber diesmal direkt vor dem Haarschnitt die Arbeiter zu einer 
sehr griindlichen Kopfwiische (s. Tabelle IV, letzte Spalte). In zwei 
Drittel der Fille fanden wir wesentlich weniger Blei in den Haaren, nu 
in einem Falle eine deutliche Zunahme. Die Bleigehalte liegen nun 
zwischen 16 und 230 mg. 

Wenn aber auch ‘dadurch erwiesen ist, daB ein Teil des Bleis als 
aiuBerliche und abwaschbare Verunreinigung den Haaren anhaftet, so 
bleiben doch nach dem griindlichsten Waschen sowohl des Kopfes, wie 
der abgeschnittenen Haare noch immer Bleimengen iibrig, die weit 
oberhalb der Normalfille liegen. Unsere Befunde decken sich voll- 
kommen mit denen von Mec/lére, der bei 60 Bleivergifteten 20 bis 270 mg 
Blei feststellte, ebenso mit denen von Melnik und Cowgill, die in 100 g 
Haaren von 8 Arbeitern, die beruflich mit Blei in Beriihrung kamen. 
13,5 bis 85mg Blei, als Durchschnitt 51 mg beobachteten. Dabei 
hatten sich die Autoren bemiiht, durch aufeinanderfolgendes Waschen 
mit Ather, Seifenlésung, Essigsiure und Salpetersiure die Haare von 
allem anhaftenden Bleistaub zu befreien. 

Es schien danach, als wiirde das Blei von den Hi aren nicht nur 
mechanisch, sondern chemisch festgehalten. Zur Reaktion mit Schwer- 
metallen sind, worauf* P. W. Dankwortt! hinweist, die Haare infolge 
ihres hohen Gehalts an Cystin besonders geeignet. DaB dies tatsiichlich 
eintritt, konnten wir durch folgenden Versuch beweisen : 

Wir legten von den Haaren einer mit Blei nicht in beso . lere Be- 
rihrung gekommenen Person (Nr.77 der Tabelle I) Proben in ver- 
diinnte Bleiacetatlésung ein. Nach einem, gelegentlich auch nach 
2 Tagen wurden die Proben, die schon vor dem Einlegen wie alle Haare 
mit Petrolather entfettet waren, griindlichst mit Wasser gewaschen. 
Selbst aus 0,1 %iger Bleiacetatlésung wurde reichlich Blei aufgenommen 


1 Dtsch. Tierarztl. Wochenschr. 50, 28, 1942. 
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(s. Tabelle V). Der Gehalt stieg von 1,5 auf 2,7 mg in 100g Haaren. 
1 °,ige Bleiacetatlésung bewirkte noch gr6éBere Anreicherung, niimlich 
auf durchschnittlich 5,7 mg. Die Dauer des Einlegens scheint keinen 
erheblichen Einflu8 auszuiiben. Nach zweitigigem Einlegen wurden 
4,1 mg Blei gefunden. 10°%,ige Bleiacetatlésung verursachte ebenfalls 
keine Vermehrung der Aufnahme. In einer solchen Probe fanden wir 


sogar nur 3,1 mg Blei. Wie schon die groBen Schwankungen der Doppel- 
hestimmungen zeigen, ist die Aufnahme keineswegs regelmiBig. Doch 
|aBt sich soviel erkennen, daB schon 0,1 °,ige Bleiacetatlésung den Blei- 
gehalt fast verdoppelt und daB selbst das Vierfache des normalen 
Gehalts durch die Behandlung mit | °,iger Lésung erreicht wird. Die 
viel gr6Bere Bleiaufnahme der Haare von Bleiarbeitern kann durch die 
dauernde Beriihrung der wachsenden Haare mit bleihaltigen Stoffen 
herbeigefiihrt werden. Der Aussage von Melnik und Cowgill ist also 
durchaus: zuzustimmen, daB die Bleianalyse der Haare von Arbeitern 
aus Bleibetrieben héchstens zur Beurteilung der hygienischen Ver- 
hiltnisse in den betreffenden Betrieben, nicht aber als Kriterium fiir 
das Vorliegen einer Bleivergiftung verwendet werden kann. 


Tabelle V. Chemische Anreicherung von Blei in den Haaren. 


de Sa ae a 1,51 mg in 100g Haaren 

2.1 Tag in 0,1% Bleiacetat. .. ) 2,74 mg in 100g Haaren 
8.1» » 1% mote rod 567, . 10g 
4.2 Tage , 1% is eae et 412, » 100g . 
Be ss yp TOG a wee epee 


395 | 305» » 10g . 


Aber die Annahme von Meillére, daB die Ablagerung in den Haaren 
eine Ausscheidungsform des Bleis sei, ist damit noch nicht widerlegt. 
Hierfiir sind Analysen der Haare von Bleiarbeitern ganz ungeeignet. 
Die Entscheidung kann nur durch den Tierversuch erbracht werden. 


Bleiablagerung in Haaren von Meerschweinchen. 


Als Versuchstiere erschienen uns Meerschweinchen besonders 
geeignet, weil sie normaletweise verhiltnismaBig wenig Blei (0,2 bis 
0,6 mg in 100g Haaren) enthalten. GréBere Tiere, Kiihe und Schafe, 
besitzen nach P. W. Dankwortt (l.c.) ungefaihr denselben Bleigehalt 
wie der Mensch, namlich 0,6 bis 3,0 mg in 100g Haaren. 

Um den Ubergang von Blei aus dem bleivergifteten Organismus 
in die Haare zu priifen, gaben wir zwei Serien von je fiinf Meerschwein- 
chen 4 Wochen lang viermal wiéchentlich Bleiacetat im Futter, und zwar 
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Serie A je 1 mg, also im ganzen 16 mg Blei, Serie B je 2 mg, also im 
ganzen 32mg Blei. Die Mengen waren so gewahlt, daB noch keine 
Vergiftung der Tiere eintrat. Siamtliche Tiere wurden noch mehrere 
Monate nach dem Versuch beobachtet, ohne daB wir irgendeine Schidi. 
gung feststellen konnten, mit Ausnahme eines Tieres aus Serie A, das 
schon wihrend des Versuchs an Gewicht verlor und kurz nach Versuchs. 
abschlu8 ohne erkennbare Symptome einer Bleivergiftung starb. Bei 
Versuchsbeginn, nach AbschluB der vierwdchentlichen Bleifiitterung, 
sowie 4 Wochen spiter wurde der Riicken der Tiere geschoren, wobei 
wir je ungefahr 2g Haare erhielten. Neun Kontrolltiere derselben 
Sendung wurden bei demselben Futter, jedoch ohne Zulage von Blei- 
acetat gehalten und zu denselben Terminen geschoren wie die ver. 
gifteten Tiere. 


Wahrend der eigentlichen Versuchszeit erhielten die Meerschweinchen als 
Nahrung nur Steckriiben oder Runkelriiben, und’ zwar in einer Scheibe, dic 
groB genug war, um den Tagesbedarf zu decken. An den Tagen, an denen Blei- 
acetat verfiittert wurde, ritzten wir die Flache der Scheibe mit dem Messer 
und gaben mit der Pipette 0,5 bzw. 1,0 ccm einer 3,6°/,,igen Bleiacetatlésung, 
entsprechend 1 bzw. 2 mg Blei auf die Scheibe. Die Lésung wurde sofort von 
der Riibe eingesogen, so daB sie vollstandig von den Tieren aufgenommen werden 
muBte. Die Tiere fraBen die mit Bleiacetat getrinkten Riibenscheiben ohne 
Widerstreben auf. Wenn gelegentlich noch ein Rest bis zum niachsten Tag 
iibrigblieb, wurde eine neue Scheibe erst nach vollstandigem Verzehr dieses 
Restes in den Kafig gegeben. Dagegen wurden die an den drei bleifreien Tagen 
jeder Woche eingelegten Scheiben am anderen Morgen herausgenommen, wenn 
sie nicht vollstandig verzehrt waren. Da eine Beriihrung der bleihaltigen Riiben- 
scheiben mit den Bauch- und Stitenhaaren der Meerschweinchen nicht villig 
auszuschlieBen war wurden dit Tiere lediglich im héchsten Teil des Riickens 
geschoren. Es wurde darauf geachtet, daB die nichste Schur wieder genau an 
derselben Stelle vorgenommen wurde, was iibrigens leicht erkennbar war. Auf 
diese Weise wurden nur Haare analysiert, die zwischen den Probenahmen 
gewachsen waren. 


Die mit Bleiacetat gefiitterten Tiere wurden in Einzelkéfigen von 50 x 40 cm 
GrundriB gehalten. Da die gréBte Menge des verfiitterten Bleies im Kot wieder 
ausgeschieden wird, muBte eine Beriihrung der Riickenhaare mit dem Kot 
unbedingt vermieden werden. Daher wurde in die Stille ein Lattenrost mit 
Liicken von 3cm Breite gelegt, in die der Kot hineinfiel. Er wurde haufig 
entfernt, so daB eine Beriihrung mit dem Tier nicht méglich war. Die Kontroll- 
tiere wurden in einem gemeinsamen Stall gehalten. 


Die Veranderungen des Kérpergewichts der Versuchstiere sind im oberen 
Teil der Abb. 2 verzeichnet. Samtliche Tiere nahmen in den ersten Wochen 
an Gewicht ab, wohl infolge des Ubergangs zu der ungewohnten und einseitigen 
Nahrung. Das Durchschnittsgewicht der 9 Kontrolltiere sank vom 6. Ok- 
tober 1942, dem Tag des Versuchsbeginns, bis zum 27. Oktober von 615 auf 
570g, also um 7,5%. Am 18. November wurde der Ausgangsdurchschnitt 
wieder erreicht, bei der letzten Wagung am 17. Dezember wogen sie durch- 
schnittlich 728 g. Zwischen der ersten und der letzten Wagung liegt also eine 
Steigerung um 16%. 
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Die gegeniiber den Kontrolltieren erheblich gréBere Gewichtsabnahme der 
beiden anderen Serien in den ersten drei Versuchswochen ist das einzige erkenn- 
pare Zeichen einer eingetretenen Bleivergiftung. Die fiinf Tiere der Serie A 
wogen bei Versuchsbeginn 747g, am 27. Oktober 639g, am 18. November 
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Serie B: 32mg Fb in ¥ Wacken, — Lurchschnittswerte der 3 Gruppen 
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Einflu® der Bleizufuhr auf den Bleigehalt von Meerschweinchenhaaren und auf das Kérpergewicht. 
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728 g und am 17. Dezember 756g. Sie haben also in den ersten 3 Wochen 
14% verloren und bis zur letzten Wagung nur wenig mehr als ihr Ausgangs- 
gewicht erreicht. 

Die Serie B, deren Tiere die doppelte Bleimenge erhalten haben, wog 
durchschnittlich bei Versuchsbeginn 677 g, am 27. Oktober 574g, am 18. No- 
vember 717 g und am 17. Dezember 797 g. Die Abnahme bei der zweiten Wagung. 
betrug also 15%, wahrend am Ende eine Zunahme von 18% gegeniiber dem 
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Anfangsgewicht beobachtet wurde. Sie haben also den gréBeren Verlust geven. 
iiber den Kontrolltieren bis zum Ende des Versuchs vollstandig wieder ays. 
geglichen. Das abweichende Verhalten des Durchschnitts der Serie A beruht 
darauf, daB zwei Tiere zwischen der dritten und der vierten Wagung an Gewiclit 
verloren; eines der beiden war sicher ein sehr altes Tier, dessen Gewicht sich 
nicht mehr viel andern konnte. Das andere starb wenige Tage nach Versuchs. 
ende und war vermutlich bei der letzten Wagung schon krank. Die drei anderey 
Tiere der Serie zeigten einen normalen Anstieg nach Aufhéren der Vergiftung. 
Kis ist also anzunehmen, daB die eingetretene Schadigung sehr rasch tiberwunden 
wurde. Hiermit stimmen Beobachtungen von £. Fees! an Mausen gut iiberein, 
nach denen diese Tiere pro kg Kérpergewicht erheblich gréBere Bleimengen als 
beispielsweise der Mensch ohne Schadigung vertragen kénnen. 

Die Analysen des Bleigehalts der Haare sind in der Tabelle \I 
verzeichnet. Die Abb. 2 gibt im linken Teil die Verdinderungen bei 
jedem einzelnen Meerschweinchen, getrennt nach Kontrolltieren und 
Tieren der Serien A und B wieder, wihrend im rechten Teil die Mittel. 
werte der drei Serien iibereinander abgebildet sind. Die Kontrolltiere 
zeigen eine Zunahme des Bleigehalts zwischen der ersten und der zweiten 
Schur von 0,27mg auf 0,50 mg in 100g Haaren, die vielleicht auf 
Anderungen im Bleigehalt des Futters zuriickzufiihren ist. Zwischen 
der zweiten und der dritten Schur ist keine wesentliche Anderung mehi 
eingetreten. 

Serie A hatte bei Versuchsbeginn durchschnittlich 0,26 mg Blei in 
100 g Haaren, also fast genau soviel wie die Kontrolltiere. Nach vier- 
wochentlicher Bleifiitterung, in der die Tiere je 16 mg in 16 Einzeldosen 
von 1 mg erhalten hatten, war der Bleigehalt auf durchschnittlich 
0,70 mg gestiegen. Beriicksichtigt man die Anderung im Bleigehalt bei 
den Kontrolltieren, so ist der Bleizulage noch eine Steigerung von 
0,20 mg Blei auf 100g Haare zuzuschreiben. Das sind bei ungefihr 
25 g Haaren je Meerschweinchen 3°/99 des gesamten verfiitterten Bleis. 

Die Tiere der Serie B hatten in den ersten 4 Wochen 32 mg Blei 
zusiitzlich aufgenommen. Der Bleigehalt der Haare stieg auf 0,92 mg: 
nach Abzug der bei den Kontrolltieren beobachteten Anderung ver- 
bleiben noch 0,42 mg, die von der Bleizulage in 100g Haare iiber- 
gegangen sind. Dies entspricht ebenfalls 3°/o9 des verfiitterten Bleis. 

In den darauffolgenden 4 Wochen erreichten die Bleigehalte der 
Haare aller drei Serien annihernd denselben Wert: A 0,43 mg, B 0,49 mg. 
die Kontrollen 0,45 mg. Die Zunahme der Serien A und B ist also 
innerhalb von 4 Wochen schon vollstiindig zuriickgegangen. 

Da die Beobachtungen nur an wenigen Tieren vorgenommen 
werden konnten und auBerdem schon die Bleigehalte der Haare der 
unbehandelten Tiere stark streuen, erhebt sich die Frage, ob den beob- 
achteten Unterschieden eine reelle Bedeutung zuzuschreiben ist. Die 
Beurteilung wird dadurch erschwert, da8® auch die Kontrolltiere zwischen 


' Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 165, 583, 1932. 
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der. ersten und zweiten Schur eine Vermehrung des Bleigehalts der 
Haare erfuhren, so da man die Analysen der Bleitiere bei der zweiten 
Schur nicht mit den Ausgangswerten aller 19 Tiere in Beziehung setzen 
kann. Dagegen sind die Bleigehalte der Kontrolltiere bei der zweiten 
und dritten Schur und der aller drei Serien bei der dritten Schur inner- 
halb der Fehlergrenzen iibereinstimmend (siehe die Mittelwerte und die 
mittleren Abweichungen o,, der Mittelwerte in der Tabelle VI). Die 
Bereiche der mittleren Abweichungen der Mittelwerte iiberschneiden 
sich bei allen vier Serien. Das bedeutet : 4 Wochen nach Beendigung der 
Bleifiitterung besteht ein statistisch feststellbarer Unterschied zwischen 
Kontrolltieren und Bleitieren nicht mehr. Man kann daher diese Ana- 
lysen zu einer groBen Gruppe von 28 Werten vereinigen und zu den 
Analysen der Serien A und B bei der zweiten Schur in Beziehung setzen. 
ZweckmaBig vereinigt man auch diese beiden Serien zu einer einzigen 
Serie von zehn Analysen aller mit Bleiacetat gefiitterten Tiere. 

Zur Beurteilung der Bleigehaltverinderung zwischen der ersten 
und dritten Schur wurde die Differenz der Mittelwerte m, — m, =0,17mg 
durch die mittlere Abweichung der Differenz opi, = + 0,043 dividiert. 
Fiir insgesamt 38 Beobachtungen in den beiden Reihen muf nach 
S. Koller (l.-c.) die Differenz der Mittelwerte mindestens das 3,2fache 
der mittleren Abweichung der Differenz betragen, wenn zwischen den 
Reihen ein statistisch gesicherter Unterschied besteht. Da in unserem 
Falle das 3,9fache festgestellt wurde, ist die Zunahme im Bleigehalt 
zwischen der ersten und der dritten Schur gesichert. 

Ebenso besteht zwischen den Bleigehalten der Serien A und B der 
zweiten Schur einerseits und denen der Kontrolltiere bei der zweiten 
Schur und aller Tiere bei der dritten Schur andererseits eine signifikante 
Differenz. Die Differenz der Mittelwerte betrigt 0,33 mg, die mittlere 
Abweichung der Differenz opi, = + 0,085. Der Quotient aus diesen 
beiden Werten ist 3,9, wahrend zur Sicherung der Differenz nur ein 
Quotient von 3,06 erforderlich wire. Die Zunahme des Bleigehalts 
der Haare der mit Bleiacetat behandelten Tiere gegeniiber den Kontroll- 
tieren und gegeniiber den Bleigehalten derselben Tiere 4 Wochen nach 
dem Aufhéren der Bleizufuhr ist also ebenfalls gesichert. 

SchlieBlich ist noch zu erwigen, ob der Befund, daB rund 3°/o9 
des verfiitterten Bleis in den Haaren wiedergefunden wurde, als ein 
erheblicher Zuwachs angesehen werden kann oder nicht. Hierbei ist 
zu beriicksichtigen, daB ein groBer Teil des aufgenommenen Bleis den 
Kérper rasch wieder verliBt. Untersuchungen von R. A. Kehoe und 
F. Thamann! an Kaninchen, die 200 mg Blei per os in vier Dosen von 
50 mg wihrend 4 Wochen erhalten hatten, ergaben, daB nach 3/, Jahren 
nur noch 1 bis 3 mg, also eine véllig normale Bleimenge in den Tieren 


1 Amer. J. Publ. Health a. Nations Health. 18, 555, 1928. 
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Tabelle VI. Bleigehalt der Haare bleivergifteterMeersch weinchey. 








ad Come — 
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Nr. 1. Schur 6. X. 1942 2. Schur 18. XI. 1942 3. Schur 15. I ‘1943 
ee! Omen mg in 100 g Haaren mg in 100g Haaren | mg in 100g Haaren 
Kontrolltiere. 
ee 218 0,04 | 0,31 | 0,44 
bigs i 4 219 0,31 0,72 0,57 
: 222 0,26 0,58 | 0,48 
223 0,13 0;45 0,34 
238 0,64 | 0,70 | 0,46 
Hie 239 0,17 | 0,51 0,35 
KS 241 0,18 0,20 0,43 
hae 278 0,26 0,56 0,64 
| 1 Ans Ra. Seem WE 
Durchschnitt : 0,27 0,50 0,45 
o = 0,185 | o =0,16 o = 0,098 
: om = 0,061 om = 0,053 | om = 0,033 
: i Serie A (16mg Blei in 4 Wochen). 
BA Be 201 || 0,26 | 0,61 0,45 
Bea 202 || 0,28 0,53 0,33 
7e 208 | 0,33 0,70 0,37 
204 | 0,34 0,77 0,59 
_ 3 ee 0,11 0,99 Be 0,43 
| Durchschnitt: 0,26 | 0,70 0,43 
i o = 0,093 o = 0,195 o = 0,099 
q Om = 0,041 On = 0,087 Om = 0,044 
Serie B (32 mg Blei in 4 Wochen). 
207 0,34 0,83 0,45 
208 | 0,37 0,91 0,31 
; 210 | 0,41 0,83 0,69 
: S11 | 0,15 0,62 0,31 
: A eee she |. 
|| Durchschnitt : 0,35 0,92 0,49 
o = 0,119 | o = 0,286 ,. & = 0,194 
on = 0,053 om = 0,127 Cn = 0,087 
m =: 0,29 
Gesamtdurchschnitt der ersten Schur....«............ oe = 0,15 
Om = 0,034 
i m = 0,81 
Durchschnitt der Serien A und B, zweite Schur ..... o = 0,26 
Om = 0,082 
ig m = 0,45 
Gesamtdurchschnitt der dritten Schur ............... | o =0,12 
Sug = ODZT 
a Sunnne der Kontrolltiere der zweiten Schur und aller { “9 ~ oa 
Ry Beret Te I Te so ev k sd cned icc vssnurs ones | “ tag ite 
4 a = VV, 


vorhanden war. Die Autoren begriinden diesen Befund damit, da! 
wahrscheinlich nicht mehr als 10%, des zugefiihrten Bleis in das Gewebe 
aufgenommen und davon durch kontinuierliche Ausscheidung 50 bis 80°, 
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| rasch wieder entfernt werden. Nimmt man ein Durchschnittsgewicht 


der Kaninchen von 2kg an, so war die Bleizufuhr (als Bleichlorid} 
ungefahr viermal héher als bei unserer Serie A und doppelt so hoch 
wie bei unserer Serie B. Ubrigens fanden sie bei ihren Kaninchen 
ungefahr dieselben Bleimengen in den Haaren, wie wir bei den Meer- 
schweinchen, z. B. 0,3 und 0,4 mg in 100g Haaren!. B. Behrens und 
seine Mitarbeiter priiften eingehend die Bleiaufnahme von weiBen 
Mausen bei Zufuhr kleiner und kleinster Mengen von Bleichlorid; 
B. Behrens (l.c.) fiitterte den Mausen 0,0025y bis 5 mg Bleichlorid 
und fand nach 24 Stunden den Verbleib folgender Mengen: 


Bee See eee 20% 
ss Aare «Kae Ub piece eG Sow eee wee 15% 
io) NN i Spaces $i vk he ded Hivcuminacias 10% 
gh NRE 100 8 tla ilory $10) 0a. are: epee ar ord Ribas 5% 


Rechnet man die Maus zu 20g, so wiegen unsere Meerschweinchen 
durchschnittlich das 33fache der Behrensschen Versuchstiere. Unsere 
Serie A erhielt pro Dosis 1 mg, was bei der Maus 0,03 mg entsprechen 
wirde, Serie B das Doppelte. Ist die Ausscheidung bei den Meer- 
schweinchen ebenso groB, so miissen in 24 Stunden 80 bis 85 % des ver- 
fiitterten Bleis ausgeschieden werden. [Bei kleinsten Zufuhren ist 
allerdings nach £. Fees (l.c.) die Retention des Bleis etwas gréBer. 
Von 2,] bis 2,7y behielt die Maus in 27 Stunden 40: bis 55°, 
im K6rper zuriick.] Da wir in 28 Tagen nur 16 mal Bleiacetat ver- 
fiitterten, kann man annehmen, daB in unseren Versuchen wesentlich 
weniger als 10%, des aufgenommenen Bleis wiihrend der Bileifiitte- 
rung im Ko6rper der Meerschweinchen zuriickgehalten wurden. Das 
Durchschnittsgewicht aller verwendeten Tiere war 660g. 10°, des 
aufgenommenen Bleis entspricht bei Serie A 0,24mg je 100g Tier. 
bei Serie B 0,48 mg; die Zunahme in 100 g Haaren betragt bei Serie A 
0,20 mg, bei Serie B 0,42 mg. Als Ergebnis dieser Betrachtungen ist 
festzuhalten, da — soweit man die Ausscheidungsverhiltnisse bei 
Kaninchen, Meerschweinchen und Mausen gleichsetzen darf — in den 
Haaren mindestens ebenso viel, wahrscheinlich mehr Blei abgelagert 
wurde, als der durchschnittlichen Retention des ganzen Kérpers ent- 
spricht. 


Die Annahme von G. Meillére, daB der Bleigehalt der Haare nicht 
nur durch auBerliche Beriihrung mit bleihaltigem Material, sondern 
auch durch Ablagerung aus dem im Kérper befindlichen Blei verursacht 
werde, ist durch unseren Versuch am Meerschweinchen erwiesen. Wie- 
weit sie fiir andere Lebewesen zutrifft und wieweit sie sich zur Diagnose 
von Bleivergiftungen verwenden la8t, kann nur durch entsprechende 


‘ J. Lab. a. Clin. Med. 19, 178, 1933. 
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Untersuchungen entschieden werden. Einen Hinweis darauf. daf auch 
der Mensch Blei in den Haaren ablagert, geben Analysen der Haare 
von zwei Bleikranken, die wir der Freundlichkeit des Leiters der Chemi. 
schen Abteilung im Universititsinstitut fiir Berufskrankheiten. Berlin. 
Buckow, Herrn Dr. W. Gueffroy, verdanken. Beide Patienten befandey 
sich schon lingere Zeit im Krankenhaus, so daB mehrere Haarschnitte 
stattgefunden hatten, seit die letzte Méglichkeit einer intensiven Be. 
rihrung mit bleihaltigem Material vergangen war. Der eine hatte 
11.4 mg, der andere 14,8 mg Blei in 100g Haaren. Wenn die beiden 
Werte auch nicht so hoch sind, wie die der bziden von G. Meillére unter. 
suchten Patienten, so liegen sie doch weit auGBerhalb der normalen 
Bleigehalte. Auch diese Werte sprechen also fiir eine Anreicherung 
des Bleis in den Haaren von Bleikranken. 


Zusammenfassung, 


1. In 100g Haaren von 137 Personen fanden sich 0,5 bis 4.0 mg 
Blei, durchsehnittlich 1,7 mg. Die Frauen hatten durchschnittlich 1.9. 
die Manner 1,5 mg Blei in 100g Haaren. 

2. 31 Arbeite: eines Bleibetriebes hatten 30 bis 385 mg Blei in 
100 g Haaren; bei einer Wiederholung nach griindlichster Kopfwiische 
16 bis 230 mg. 

3. Der Auffassung von Melnik und Cowgill, daB der Bleigehalt der 
Haare von Arbcitern in bleigefiihrdeten Betrieben nicht als MaB eine: 
Bleivergiftung, sondern nur als MaB der hygienischen Verhiiltnisse 
dienen kann, ist beizupflichten. 

4. 19 Meerschweinchen hatten wesentlich kleinere Bleimengen in 
den Haaren als die Menschen, nimlich zwischen 0,04 uad 0,64 mg Ble 
je 100g Haare. Bei zehn Meerschweinchen, die + Wochen Bleiacetat 
in der Nahrung erhielten, stieg der Bleigehalt der Haare ungefiihr 
um 3° /o) der aufgenommenen Bleimenge; bei fiinf Tieren, die 16 mg Blei 
erhalten hatten, um 0,20 mg, bei fiinf Tieren, die 32 mg Blei erhalten 
hatten, um 0,42 mg Blei je 100 g Haare. In den Haaren, die in den aul 
die Bleiacetatzufuhr folgenden 4 Wochen gewachsen waren, war de: 
Bleigehalt sehon wieder normal. 

5. Die Annahme von G. Mcillére, daB in den Haaren Blei ab- 
gelagert werde, wird durch unseren Versuch an Meerschweinchen be- 
stiitigt. 





Verkiirzung und Kontraktionsarbeit' iiberdehnter, 
belasteter Haare unter dem Einflu8 von Wasser 
und Hitze. 

Von Th. Lochte und H. Brauckhoff (Gottingen). 


(Eingegangen am 28. Januar 1944.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In friiheren Arbeiten! wurde gezeigt, daB in trockener Luft iiber- 
dehnte Haare sich bei WassereinfluB véllig auf ihre urspriingliche 
Linge zusammenziehen, ferner, daB sich solche Haare unter dem 
EinfluB hoher Temperaturen ebenfalls betrachtlich verkiirzen. Die 
thermische Verkiirzung hangt zunichst von der Héhe der Temperatur 
ab, ferner wurde festgestellt, daB bei plétzlicher Erhitzung sich die 
Haare merklich starker verkiirzen als bei allmihlicher Erhitzung. Das 
Haar wurde in diesen Versuchen mit héchstens 100 mg belastet. Es 
erschien uns nun von Interesse, das Kontraktionsvermégen iiberdehnter 
Haare bei merklich héheren Belastungen zu untersuchen und ferner 
die bei der Kontraktion geleistete Arbeit, die wir im folgenden als 
Kontraktionsarbeit bezeichnen, zu berechnen. Um die Ergebnisse fiir 
die Haare untereinander vergleichen zu kénnen, wurde die Kontraktions- 
arbeit pro mm Uberdehnung berechnet, die wir in unseren Ausfiihrungen 
als spezifische Kontraktionsarbeit bezeichnen. 

DaB ein normales Haar imstande ist, Arbeit zu leisten, ist die 
Voraussetzung fiir seine Verwendung im Hygrometer. In der normalen 
Ausfiihrung hat der Haarstrang den an seinem unteren Ende angrei- 
fenden Hebel nebst den auf gleicher Achse befindlichen Zeiger zu be- 
titigen. Bei den von der Firma Wilh. Lambrecht hergestellten Feuchte- 
gebern mit Ferniibertragung kommt noch die Betiatigung des Wider- 
standssenders hinzu. Diese wirkt sich insbesondere in zusitzlichen 
Reibungseinfliissen aus, welche die aus drei Stringen bestehende Haar- 
harfe auch ohne weiteres zu tiberwinden vermag, ohne dab die Anzeige 
des Geriates darunter leidet. 

Die Lingeniinderungen ungedehnter Haare unter dem Einflu8 
der relativen Feuchtigkeit andern sich kaum bis zu Belastungen von 
6 bis 10 g (je nach Dicke des Haares). Bei héheren Belastungen werden 
die Langeninderungen inkonstant, insbesondere vermag das Haar sich 
bei Austrocknung nur in geringerem MaBe zu verkiirzen. Es ist jedoch 
anzunehmen, daB die Feuchtegleichgewichtskurve sich nicht andert, 
daB also eine entsprechend stiirkere Querkontraktion bei Austrocknung 
stattfindet. 


1 Vgl. diese Zeitschr. 312, 41, 1942; 316, 374, 1944. 
Biochemische Zeitschrift Band 317. 








Th. Lochte u. H. Brauckhoff: 


In Anbetracht der GréBenordnungen der Liingeniinderungen Jiegey 
die Verhiltnisse besonders anschaulich beim gedehnten Haare. Wj; 
gingen in unseren Versuchen so vor, daB wir das Haar zuniichst 20 Stun. 
den hindurch um 30°, in Zimmerluft tiberdehnten, dann entspanntey 


und nach Lingenmessung mittels eines Millimeterstabes in das Haar. 
priifgerit! einhingen. Es wurde dann das Gewicht mit MeBplittcher 
an die untere Haarklemme gehingt und die Verkiirzung bei Bespritze: 
mit Wasser mittels der Okularmikrometerteilung der Ableselupe beob- 
achtet. In weiteren Versuchen wurden belastete Haare nach in gleiclx 
Weise erfolgter Uberdehnung in den elektrisch beheizten Apparat des 
Instituts fiir medizinische Physik? gehiingt. Die Verkiirzung wu 
durch Liingenmessung mittels MillimetermaBstabes vor und nach der 
Erhitzung ermittelt. Die Erhitzungen wurden zum Teil plétzlich, zum 
Teil allmihlich im Temperaturbereich von 100 bis 200° vorgenommen, 


Die Tabellen | bis V und Abb. 1 geben zunichst eine Ubersicht 
iiber unsere Versuchsergebnisse hinsichtlich Zusammenziehung und 
Kontraktionsarbeit tiberdehnter, belasteter Haare bei Wasserein/lu/. 
Bei Belastungen, die oberhalb 2 bis 3g liegen (je nach Querschnitt 
des Haares), vermochten die Haare sich nicht mehr auf die urspriing- 
liche Linge zusammenzuziehen. Hingegen nimmt das Produkt aus 
Verkiirzung und Gewichtsbelastung und somit also die Kontraktions- 
arbeit des gedehnien Haares beim Wiederzusammenziehen zuniichst 
weiter zu und erreicht bei dicken Haaren bei etwa 9 g, bei diinnen Haaren 
bei etwa 6g Belastung das Maximum (vgl. Abb. 1)8. 


Erlauterungen zu den Tabellen I bis VI. 


G: Gewichtsbelastung (g). 

q: Querschnitt (qmm). 

1Z: Urspriingliche Uberdehnung (mm). 

1V,: Verkiirzung des belasteten Haares bei WassereinfluB bzw. Erhitzung. 

t,:  Zeitdauer (sec) fiir Beginn der Verkirzung. 

ts)? Zeitdauer (sec) nach Erreichen von 50% der Gesamtverkiirzung AV,. 

fgo:  Zeitdauer (sec) nach Erreichen von 90% der Gesamtverkiirzung 1 V,. 

1V,: Restliche Verkiirzung nach Trocknung, Entspannung und erneutem 
WassereinfluB. 

A:  Kontraktionsarbeit (erg). 

A: Spezifische ‘Kontraktionsarbeit (erg pro mm Uberdehnang). 

“: Allmahliche Erhitzung. 

p: Plétzliche Erhitzung. 

EA: Frhitzungsart. 


' Vgl. diese Zeitschr. 316, 376, 1944. 2 Vgl. ebenda Seite 376; Herr 
Prof. Dr. Kiistner und Herrn Dr. Block sprechen wir fiir die uns bewiesene 
Hilfe unseren verbindlichsten Dank aus. 3 Als dicke Haare bezeichnen wir 
solche mit 0,1 mm gr6éBtem Durchmesser, als diinne Haare solche mit 0,054 
bis 0,07 mm Durchmesser. 
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Tabelle III. 


einem 


Querschnitt 


Th. Lochte u. H. Brauckhoff: 


Verkiirzung und Kontraktionsarbeit eines Haares mij; 
von 0,0051qmm (Haar Nr. 7, Tabelle I) 


nach 


wiederholten Dehnungen bei Wassereinflu8 und verschiedenen 
Gewichtsbelastungen. 














. | 4L 

G (g) | (mm) 

| 

| 

6,92 | 
8,382 || 16,5 
8,32 | 16,2 
10,52* | 13,2 
10,52 | 17,3 
11,67 15,8 
11,51 16,8 
13,92 16,8 
15,00 15,8 


16,3 


av, 
(mm) 


15,41 
13,80 
13,05 

7,50 
10,08 


7,18 


6,47 | 
4,28 
1,07 


* Versuch aus Tabelle I. 


to 


ts0 tgo 

| 62 | 89 
84 | 270 

67 | 266 

188 | 390 

| 360 

° 300 

67 300 
_ 210 
| 105 192 


A 
(erg) 


8 980 
11 250 


7 700 


10 620 | 


8 210 
7320 
6 000 


| 1670 | 


10 620 | 


4, 
(erg, bez. auf 
JL = 1mm) 


| 661 

682 
659 
581 
| 08 
| 62 
| 487 
| 356 
99 


Tabelle IV. Verkiirzung und Kontraktionsarbeit eines Haares mit 
einem Querschnitt von 0,0025qmm (Haar Nr.3, Tabelle II) nach 
wiederholten Dehnungen bei WassereinfluB und verschiedenen 
Gewichtsbelastungen. 



































ae a és ees ae ~ ; 
c@ | 42 aid t ts t - bex. auf 
| (mm) (mm) 0 0 90 (erg) | “(erg be mm! 
3,52 11,3 10,10 | 14 | 127 | 440 | 3600 310 
7,64 13 1,34 | 40 140 | 210 | 1000 | 89,9 
8,34 10,8 —0,02 | —- - | = — 16,4 — 1,5 
4,70" 9,5 3,66 60 | 260 | 900 | 1695 178 
Bei weiteren Dehnungen riB dies Haar. 
* Siehe Anmerkung auf S. 151. 
7m» ° 
: | 
pw Heaenee aero Daisies winnie 
| | 
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Abb. 1. Die spezifische Se ynsarbeit zweier Haare in Abhangickeit von der Gewiclhitsbelast 


bei Wassereinflub. 


Kurve Haar mit 0.0051 qmm _—* 
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Verkiirzung und Kontraktionsarbeit iiberdehnter, belasteter Haare usw. 


Tabelle V. Verkiirzung und Kontraktionsarbeit eines Haares mit 
mit einem Querschnitt von 0,0030qmm (Haar Nr.4, Tabelle II) nach 
aneh wiederholten Dehnungen bei Wassereinflu8 und verschiedenen 
a Gewichtsbelastungen. 






































oo r A 
4L av A 8 
” o@ | com | com | | | | om | SES Tam 
mm) —_—_-—— ee 1 | es 
3,54 10,1 8,04 27 102 | 266 | 2790 | 276 
5,84 9,7 800 | 26 112 | 358 4580 474 
6,84* 4,9 3,43 30 113 | 240 1970 | 402 
6,70 10,9 6,68 52 154 | 660 4390 403 
6,70* 5,0 3,33 30 130 | 640 2220 445 
6,70** 11,0 6,65 | 30 162 | 738 4390 398 
6,70*** 11,3 213 | 7 223 | 800 | 1405 124,5 
7,64 11,3 5,18 | 30 123 | 480 | 3890 | 344 
8,34 7,6 2,14 | 65 165 760 | 1760 | 234 
3,54¢t | 4,0 2,91 50 | 209 | 810 1010 263 
9,34 8,2 1,25 60 | 117 | 403 1145 | 140 
10,55 9,2 0,37 53 | 98 | 187 | 384 41,7 ] 
mit 5,79tt 7,2 4,24 | 60 2005 | — | 2410 335 
ach * Das Haar wurde 16 Stunden hindurch um 15 % in Zimmerluft gedehnt. — ** Das Haar wurde , i 
nen 45 Stunden hindurch um 30 % in Zi luft gedehnt. — *** Das Haar wurde 16 Stunden hindurch 
um 30% in zimmerwarmem Wasser gedehot. — t Das Haar war von diesem Versuch ap kiirzer 
—— geworden, da es am Ende gerissen war und neu armiert werden muBte. — tt Siehe Anmerkung 
auf 8. 151. i 
auf { 
am) . Bei dem Haar mit 0,0051 qmm Querschhitt wurde eine maximale i 


Kontraktionsarbeit von 675erg erreicht, wihrend das Haar mit 
0,003 qmm Querschnitt eine maximale Arbeit von 450 erg zu leisten i 

vermochte. Annahernd ist also die maximale Kontraktionsarbeit 
dem Querschnitt des Haares proportional. Bezeichnet man die maximale 
Kontraktionsarbeit mit Aj x, die zugehérige Gewichtsbelastung G,,;, | 
die Gewichtsbelastung, bei der im absteigenden Ast die Kontraktions- 
arbeit 0 wird, mit Gp, dann sind aus Abb. 1 ferner folgende Beziehungen 

leicht ersichtlich : 

Amax 1 _ Gmax1 _ % 1, 

Amax 2 a @max 2 G, 2 
Die TabellenI bis V zeigen ferner folgende charakteristische 
Ergebnisse unserer Versuche: Die Verkiirzungsgeschwindigkeit (in den 
Tabellen durch to, t59, t99 charakterisiert) nahm erwartungsgemaB mit 
steigender Belastung ab. Zu wiederholten Malen durchgefiihrte Deh- 
nungen und Entspannungen brachten keine nennenswerten Anderungen : 
hinsichtlich der Kontraktionsarbeit bei gleichen Gewichtsbelastungen, 
jedoch tritt die Verkiirzung bei Wiederholung der Versuche beim gleichen 
Haare rascher ein als beim ersten Versuch, wie insbesondere der Ver- 
gleich der Tabellen I und III zeigt. Von besonderem Interesse erscheint 
uns folgendes Ergebnis: Wird ein Haar so belastet, daB es sich bei 
Wasserzusatz nicht mehr verkiirzen kann, so beobachteten wir beim 








L154 Th. Lochte u. H. Brauckhoff: 


gleichen Haare auch bei niedrigen Belastungen eine merklich geringere 


i mm) 


Verkiirzung und Kontraktionsarbeit als normalerweise bei gleiche: 
Belastung, vorausgesetzt, daB das Haar nach der hohen Belastung 
nicht in Wasser regeneriert wurde. Auch erfolgte die Verkiirzung 
iuBerst triage (Tabelle H, Nr.5; Tabelle IV, 8,34 g/4,70g; Tabelle \. 
8,34 g 3,54 g). Das Haar schien durch sein vergebliches Bemiihen, 
bei Wasserzusatz das hohe Gewicht zu heben, ,,iiberanstrengt‘‘ zu sein 


“1, 


bez. auf a L 


(erg, 


Besonders anschaulich wird dieses Verhalten des Haares auch durch 
den in Tabelle V dargestellten Versuch, in dem das Haar 16 Stunden 
in Wasser von Zimmertemperatur um 30°, gedehnt gehalten wurde 
Die Verkiirzung nach Entspannung in Zimmerluft war bereits etwas 
geringer als gewohnlich (vgl. 4 Z), wahrend bei Gewichtsbelastung 
mit 6,7 g Verkiirzung Verkiirzungsgeschwindigkeit und Kontraktions- 
arbeit bedeutend geringer waren als bei den iibrigen mit gleicher Be. 
lastung durchgefiihrten Versuchen. Man kann diese Erscheinung woh! 
als 1. Vorstufe zum ,,permanent set“ ansehen. Je linger das gespannte 
Haar dem Wasser ausgesetzt wird oder je héher die Temperatur de- 
Wassers ist, um so trager und unvollkommener wiirde demnach die 
Verkiirzung bei Wassereinflu8 erfolgen, bis schlieBlich auch das un- 
belastete Haar sich nicht mehr auf seine urspriingliche Linge verkiirzen 
kann. Somit kénnten durch solche Versuche beliebig viele Uberginge 
von vOlliger Reversibilitét (bzw. gr6Btméglichster Verkirzung bei 
belasteten Haaren) bis zum ersten Stadium eines relativen permanent set 
nachgewiesen werden, in dem in Wasser von Zimmertemperatur das 
iiberdehnte Haar sich nicht mehr vollstindig bis zur urspriinglichen 
Linge verkiirzen kann. 

Infolge thermischer Verkiirzung vermag das gedehnte Haar ebenfalls 
Arbeit zu leisten, wie die Ergebnisse der Tabelle VI zeigen. Betrachten 
wir zunichst den Fall der plétzlichen Erhitzung, die eine besonders 
starke Kontraktion des Haares zur Folge hat. Die Versuche wurden 
mit drei verschiedenen Gewichtsbelastungen durchgefiihrt. Das Maxi- 
mum an geleisteter Kontraktionsarbeit wurde bei der Belastung von 
5,625 g festgestellt. Die Kontraktionsarbeit nahm kontinuierlich mit 
steigender Temperatur, selbstverstindlich auch in Abhangigkeit vom 
Querschnitt des Haares zu. Bei Belastungen von 8,057 g und insbeson- 
dere 13,585 g nahm die Kontraktionsarbeit bei Temperaturen oberha!!) 
150° ab und erreichte zum Teil — insbesondere bei sehr diinnen Haaren 
betriichtliche negative Werte. Es erfolgt demnach unter Einwirkung 
hoher Temperaturen und Gewichtsbelastung eine Lockerung des Haar- 
gefiiges, derzufolge bereits bei 150° eine der thermischen Verkiirzung 
entgegenwirkende Verlingerung beobachtet werden kann. Bei welcher 
Temperatur der Wendepunkt erfolgt, hangt von Querschnitt und Be- 
lastung des Haares ab. Ganz analog waren die Verhiiltnisse bei all- 
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156 Th. Lochte u. H. Brauckhoff: 


mihlicher Erhitzung, nur daB die Verkiirzung bei gleichen Belastungen 
in merklich geringerem Ma8e erfolgte. Die Arbeitswerte liegen somit 
durchweg niedriger als bei plétzlicher Erhitzung und es wurde sogar 
unterhalb 150° bei 2 Haaren eine negative Kontraktionsarbeit beob. 
achtet (Nr. 18 und 30). Der Ubersicht halber sind in Abb. 2 alle Me8. 





00 
9 


400 












































-100 
200 


Abb. 2. Die Arbeitsleistung von in trockener Luft (30 bis 40% rel. Feuchtigkeit) 
iiberdehnten Haaren unter dem Einflu8 von Hitze und Gewichtsbelastung. 
2 
+ Arbeitswerte fiir Belastungen von 5,625¢ 
* » 8,057¢ 
O = 13,585 g 
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In Abb. 2 bedeuten 


plitzliche 
Erhitzung 


5,625 g 


Erhitzung 


allmihliche » 8,057 g 


® = ” ” * » 10,0008 
Die Zahlen iiber jedem MeSpunkt, multipliziert mit 10-4, ergeben den Querschnitt in qmm. 


werte fiir plétzliche und allmahliche Erhitzung eingetragen. Auf eine 
kurvenmaBige Verbindung der MeBpunkte wurde in Anbetracht der 
verschiedenen Querschnitte verzichtet. 

AbschlieBend wurde untersucht, ob Wasser + Hitze zu starkerer 
Verkiirzung des, belasteten Haares fiihren kann als jeder der Faktoren 
allein. Es zeigte sich jedoch, daB 90° warmes Wasser zu gleicher Ver- 
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kiirzung eines mit 9 g belasteten Haares fiihrt wie 20° warmes Wasser. 
Die Tatsache, da zimmerwarmes Wasser bereits eine vdéllige Kon- 
traktion des gedehnten unbelasteten Haares zur Folge hat, wihrend 
siedendes Wasser eine Superkontraktion von etwa 0,2% unter die 
urspriingliche Linge normalerweise hervorruft, lieB auch keine nennens- 
werten Unterschiede erwarten. 

Zum SchluB seien noch einige Beispiele gebracht. Im Hygrometer 
wird der aus 10 bis 15 Haaren bestehende Haarstrang mit etwa 2 bis 3 g 
belastet. Der Haarstrang ist bei der normalen Ausfiihrungsform rund 
20cm lang. Die Langenausdehnung im Feuchtigkeitsbereich 0 bis 
100%, betrigt etwa 2°% der Gesamtlinge. Somit errechnet sich fiir 
jedes einzelne Haar im Hygrometer bei Austrocknung und Schrumpfung 
ein maximales Arbeitsvermégen von rund 70 bis 100 erg. DaB ungedehnte 
Haare eine merklich gréBere Arbeit leisten kénnen, geht aus den ein- 
leitenden Betrachtungen dieser Arbeit hervor. 

Eine erwachsene Frau besitzt im Durchschnitt etwa 100000 Haare. 
Nehmen wir an, daB die Haare eine durchschnittliche Linge von 50 cm 
und einen Querschnitt von 0,05 qmm besitzen und daB jedes Haar um 
15%, tiberdehnt sei (wie es den Versuchen dieser Arbeit ungefahr ent- 
spricht), so vermag der ganze Haarzopf eine maximale Kontraktions- 
arbeit von rund 15 Milliarden erg zu leisten. Da 9,81 - 107 erg 1 mkg 
entsprechen, erhalt man somit eine maximale Kontraktionsarbeit von 
etwa 50 mkg. Diese Kontraktionsarbeit wird bei einer Gewichtsbelastung 
von 900 kg erreicht, wie aus Abb. 1 leicht ersichtlich ist. Der gedehnte 
Haarzopf vermag somit bei Wassereinflu8 900 kg um rund 55 mm zu 
heben. 

Zusammenfassung. 


1. Wiahrend bei Gewichtsbelastung von 2 bis 3 g an (je nach Quer- 
schnitt des Haares) die Verkiirzung des gedehnten Haares bei Wasser- 
einflu8 nicht mehr vollkommen ist, nimmt die Kontraktionsarbeit 
zunichst weiter zu, um zwischen 5 und 10g — je nach Querschnitt — 
das Maximum zu erreichen. Bei Haaren von rund 0,005qmm Quer- 
schnitt betrug die maximale Kontraktionsarbeit pro mm Uberdehnung 
675 erg bei einer Belastung von 9g, bei Haaren mit 0,003 qmm Quer- 
schnitt rund 450 erg bei einer Belastung von 5,8g. Das maximale 
Arbeitsvermégen zweier Haare verhalt sich demnach annihernd wie 
die zugehérigen Gewichtsbelastungen. 

2. Mit zunehmender Belastung nimmt die Verkiirzungsgeschwindig - 
keit ab, bei mehrmaliger Wiederholung der Versuche jedoch in ge- 
ringerem MaBe. 

3. Wird ein Haar so stark belastet, da8 es sich bei Wassereinflu8 
nicht mehr verkiirzen kann oder wird es im Dehnungsapparat in Wasser 
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gedehnt, dann wird bei niedrigeren Gewichtsbelastungen (vorausgesetzt 
da®B das Haar vorher nicht in Wasser in entspanntem Zustande rege 
neriert wird) eine merklich geringere Verkiirzungsgeschwindigkei: 
und Kontraktionsarbeit beobachtet als normalerweise bei gleicher 
(iewichtsbelastung. Auf die Bedeutung dieser Erscheinung als erste 
Vorstufe zum permanent set wird hingewiesen. 

4. Es wurden ferner Verkiirzung und Arbeitsvermégen gedehnte: 
Haare bei thermischer EKinwirkung untersucht. Bei plétzlicher Er- 
hitzung waren Verkiirzung und Kontraktionsarbeit gréBer als bei all- 
mihlicher Erhitzung. Bei Temperaturen von 150° an aufwirts hatten 
Belastungen von 8g und mehr eine Lockerung des Haargefiiges und 
dadurch bedingte der thermischen Verkiirzung entgegenwirkende 
Liingung zur Folge. Die Temperatur, bei der der Wendepunkt erfolgt 
hingt ab von Gewicht und Querschnitt und lag bei den untersuchten 
Haaren bei plétzlicher Erhitzung zwischen 150 und 200°, bei allmahlicher 
Krhitzung zum Teil bereits unter 150°. Die gréBte spezifische Kon. 
traktionsarbeit wurde bei plotzlicher Erhitzung auf 200° und einer Be. 
lastung von 5,625 g festgestellt. Sie betrug bei annahernd 100 °jige: 
Verkiirzung 552 erg (Tabelle VI, Haar Nr. 6). 

5. 90° heiBes Wasser hat annihernd gleiche Kontraktion und 


Arbeitsvermégen beim gedehnten belasteten Haare zur Folge wie 
kaltes Wasser. 
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Die Zustandsinderungen normaler, ausgetrockneter 


und gedehnter Haare 
in Abhingigkeit von der relativen Feuchtigkeit. 
Von 
H. Brauckhoff, Gottingen. 
(Eingegangen am 3. Februar 1944.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Uber die Erscheinungen, die beim gedehnten Haare bei Wasser- 
zusatz beobachtet werden, wurde bereits in friiheren Arbeiten be- 
richtet ++. Auch wurde in einer dieser Arbeiten* auf die Degenerations- 
erscheinungen, wie sie nach Austrocknung des Haares auftreten, kurz 
eingegangen. Es wurden nach Veréffentlichung der unten zitierten 
Arbeiten im Laboratorium der Firma Wilh. Lambrecht, Géttingen, 
noch eine Anzahl ergiinzender Versuche durchgefiihrt, deren Ergebnisse 
in dieser Arbeit wiedergegeben werden sollen. Behandelt werden in 
diesen Ausfiihrungen nur die Fille, in denen keine Schidigung des 
Haares vorliegt. Die Austrocknung erfolgte also ohne Einwirkung 
extrem hoher Temperaturen und die Dehnung wurde in gewohnlicher 
Zimmerluft ohne Einwirkung von heigem Dampf vorgenommen. 


Die Langeninderungen von Haaren wurden teils im Hygrometer. teils 
in einem fiir diese Zwecke gebauten Haarpriifgerat beobachtet. In letzterem 
wird das Haar zwischen zwei Gleitschienen an einem verschiebbaren Schlitten 
aufgehangt. An der unteren Haarklemme wird ein Celluloidplattchen mit 
von 2 zu 2mm geteilten Strichmarken angebracht, deren Verschiebung an 
der Okularmikrometerteilung der am Gerat angebrachten Ableselupe leicht 
ermittelt werden kann. 

Fiir die hygrometrische Beobachtung kamen erstens Lambrechts Polymeter 
in Betracht, ferner ein Hygrometer in einer Ausfiihrungsform nach Koppe5, das 
fiir diese Untersuchungen so umgebaut wurde, daB die zur Untersuchung ge- 
langenden Haare leicht ausgewechselt werden konnten. Hat man von einem 
Haare die Langenanderungen zwischen Sattigungsfeuchtigkeit und médglichst 
niedriger Feuchtigkeit bestimmt, so 14Bt sich mittels dieser Werte bei gleich- 
zeitiger Anwendung der Gay-Lussacschen Zahlen die Skala dieses Gerates leicht 
in Langenanderung (mm) eichen. 

Die Kurve, die die Langenanderung in Abhangigkeit von der relativen 
Feuchte wiedergibt (Gay-Lussacsche Zahlen), verlauft beim normalen, un- 
geschadigten Haare annahernd logarithmisch. Ein Beispiel fiir eine solche 
Kurve ist in einer der oben erwahnten Arbeiten® auf S. 47 wiedergegeben. 


1 Deutsche Zeitschr. f. ges. ger. Med. 33, 204, 1940. — ? Diese Zeitschr. 312, 
42, 1942. — 3 Rauchwarenmarkt 1942. — ‘4 Diese Zeitschr. 312, 45, 1942, 
ferner auch 316, 385, 1943. 5 Bongards ,,Feuchtigkeitsmessung™, S. 226 
-228. Miinchen u. Berlin, Verlag R. Oldenbourg, 1926. 
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Wie schon Gay-Lussac und spiter Kleinschmidt feststellten, ist die charak. 
teristische Kurve fiir alle gesunden Haare annahernd gleich, jedoch ist dic 
prozentuale Langeninderung bei den einzelnen Haaren verschieden. In 
allgemeinen liegt diese im Feuchtigkeitsintervall 0 bis 100% zwischen 1,7 
und 2,0°% der Haarlange. Bei den im Laboratorium der Firma Wilh. Lambrech; 
untersuchten Haarsorten wurde eine Abhangigkeit der Longitudinalquellung 
von der Dicke und Farbe des Haares nicht beobachtet. Der Grund, daB in der 
Haarhygrometrie blonde Haare den dunklen, dicken Haaren bevorzugt werden, 
ist somit lediglich darin zu suchen, daB erstere sich rascher auf Feuchtigkeits. 
anderungen einstellen als letztere. 

Bekannt ist in der Haarhygrometrie die Tatsache, daB jedes Haar. 
hygrometer nach Austrocknung zunehmend positive Abweichungen 
vom Sollwert aufweist, das Haar erfaihrt also unter dem EinfluB der 
Austrocknung eine Lingung. In der Hygrometerpraxis spricht man 
von einer ,,,Degenération“ des Haares. Dieser Ausdruck soll auch in 
den Ausfiihrungen dieser Arbeit beibehalten werden. Durch Regenera- 
tion des Haares in Wasser oder wasserdampfgesittigter Luft kann diese 
Fehlanzeige wieder véllig riickgingig gemacht werden. Von den Hygro- 
meter herstellenden Firmen wird daher auf die Notwendigkeit besonders 
hingewiesen, die Hygrometerhaare von Zeit zu Zeit in feuchter Luft 
zu regenerieren, falls die Gerite dauernd in geschlossenen Raumen 
verwendet werden. Entsprechend der charakteristischen Kurve des 
Haares bewirkt eine gleichbleibende Lingung des Haares nach Aus- 
trocknung den groBten Anzeigefehler in Prozenten relativer Feuchtigkeit 
bei héherer Feuchtigkeit, bis die einsetzende Regeneration die Langung 
wieder riickgingig macht. Nach mehrwéchiger Austrocknung in ge- 
heiztem Zimmer kann die Abweichung in mittleren Lagen bis zu 12°, 
betragen, entsprechend einer Lange von etwa 0,2°% der urspriinglichen 
Lange. Wann und in welchem MaBe die Regeneration einsetzt, hingt 
von der Hohe der relativen Feuchtigkeit und von der Dauer der Ein- 
wirkung ab. In Tabelle I ist die Riickgangigkeit der durch Degeneration 
der Haare bedingten Abweichungen der Hygrometeranzeige nach Einflu}3 
hoherer Feuchtigkeiten ersichtlich. Die Eaare wurden vor Beginn 


Tabelle I. Die Abweichungen der Feuchtigkeitsanzeige von Hygro- 
metern mit degenerierten Haarstrangen in mittleren Feuchtelagen 
(64%) nach Einwirkung hoherer relativer Feuchtigkeiten. 
































Regenerations- Einwirkungs- | Abweichungen der Hygrometeranzeige bei 64% 
feuchtigkeit dauer | 
% ie ae 3 id. Bags 
64 3 7 7 9, | 11 10 15"/, 
79 1'/, 6 7 9 12 10 11 
83 6 3 6 7 1, | 6, | 8 
88 6 1 34/5 4), 51, 31/5 6 
93 6 ae 2 Wy, | 1), | 8 
97 6 0 0 | 0 pry oe | 9 
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der Versuchsreihen stark ausgetrocknet. Die durch Degeneration be- 
dingten Abweichungen wurden immer bei einer Feuchtigkeit von etwa 


| 64°,, die psychrometrisch ermittelt wurde, bestimmt. Es erfolgten 


ferner Messungen bei jeder in der Tabelle angegebenen héheren Feuchtig- 
keit. Diese Ergebnisse sind in Tabelle I nicht wiedergegeben. Bei 


| 83°) relativer Feuchte wurden nach 11/, Stunden um etwa 1//, bis 2% 


hohere Anzeigewerte festgestellt als nach 6 Stunden, wihrend bei 
97% relativer Feuchte nach 6 Stunden die Werte nur um !/, bis 1% 
tiefer lagen als nach 50 Minuten. Die Einstellung auf das Feuchte- 
gleichgewicht erfolgte in allen Fillen binnen 10 bis 20 Minuten. 


Beobachtet man im Freien aufgestellte Haarhygrometer, so kann 
man nach Nebelnichten beobachten, daB am Vormittag bei abnehmender 
Feuchtigkeit die Anzeigewerte im Vergleich zum _ psychrometrisch 
festgestellten Sollwert etwas niedriger liegen als am Nachmittag oder 
Abend bei gleicher relativer Feuchtigkeit. Die feuchte Nebelluft re- 
generiert die Haare vollkommen, andererseits bewirkt am Tage bereits 
die Entfernung der relativen Feuchtigkeit vom Siattigungspunkt ¢ine 
Degeneration der Haare, wodurch die geringfiigige Abweichung zustande 
kommt. Somit ist die Hygrometeranzeige immer in geringem MaBe 
von der vorherigen relativen Feuchtigkeit abhangig. Die Abweichungen 
liegen in diesen Fallen jedoch innerhalb der fiir Hygrometer zulissigen 
Fehlergrenzen und sind daher fiir Feuchtigkeitsmessungen im Freien 
kaum von praktischer Bedeutung. Sie betragen héchstens wenige 
Prozent. Ich erwihne diese Beobachtung insbesondere deshalb, weil die 
meisten anderen natiirlichen und kiinstlich hergestellten Fasern, ferner 
auch superkontrahierte und im permanent set befindliche Haare!, wie 
ich bei Untersuchungen der Laingeninderungen bei abnehmender und 
zunehmender Feuchtigkeit festgestellt habe, eine zum Teil betrachtliche 
Hysteresis aufweisen, also das entgegengesetzte Verhalten zeigen, wie 
normale, ungeschadigte Haare. 


Gewichtsanalytische Wassergehaltsbestimmungen ergaben nun 
beim normalen Haare ebenfalls hysteresisihnliche Erscheinungen. 
Tabelle II gibt die Versuchsergebnisse von Chamberlain und Speakman 
wieder hinsichtlich des Wassergehalts von Haaren bei sinkender und 
steigender Feuchtigkeit?. 

Versuche, die ich im Laboratorium der Firma Wilh. Lambrecht 
durchgefiihrt habe, konnten die Hysteresis bestitigen. Ein Haarzopf 
wurde in einer Anzahl von Tagen auf einer Analysenwaage unter ver- 
schiedenen Bedingungen, wie sie aus Tabelle III ersichtlich sind, ge- 
wogen. Nach 4tigiger Austrocknung iiber Chlorcaleium wurden in 


! Siehe S. 159, Anm. 2. — 2 Zeitschr. f. Elektrochem. 37, 1931. 
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Tabelle Il. Wassergehalt des Haares in Prozent des Tro ken 


gewichtcs (Versuchsergebnisse von Chamberlain und Speakman). 





Prozentualer Wasser- Prozentualer Wasser- 
Rel. Feuchtigkeit gehalt bei Feuchtigkeits- gehalt bei Feuchtickeits- 
zunahme abnahme 
o % 0 


°o o 


0 0 0 
8,5 3,93 5,09 
24,2 7,32 8,80 
40,4 10,20 11,96 
63,0 14,84 16,65 
85,8 22,55 23,33 
100,0 31,18 31,18 


Tabelte IL. 


Haarwagungen bei verschiedenen relativen Feuchtigkeiten. 








Rel. Feuchtigkeit Gewicht des Haarzoptes 


° 
' 
o # 


Datum Uhrzeit 


XI. 8.00 24stiindiges Einlegen der 
Haare in dest. Wasser 

XJ. 12.00 76 

XI. 17.00 75 

XI. 9.00 77 Jy 

XI. 9.00 

xi. 8.00 
ee 18.00 
608 7.00 
2.. wel. 8.00 ‘ 
ye 10.00 sofort nach 4tagiger Aus- 
trocknung tiber Chlorcaleium 
ete 10.00 : 
8. XII. 10.00 34 
Ls 10.00 32 
> eh. 9.00 74 
6. XII. 9.00 74 
. XII. 9.00 78 
2. XII. 9.00 76 


héheren Feuchtelagen geringere Gewichtswerte festgestellt als nach 
Kinlegen in Wasser und Wigung in der gleichen Feuchtelage. 
Wenn auch die relative Feuchtigkeit in den Versuchsriiumen nicht 
vollig konstant blieb, so diirfte doch die Hysteresis aus diesen Ver- 
suchen eindeutig hervorgehen. Es ergibt sich also das Resultat, dat 
insbesondere in mittleren Feuchtelagen nach Austrocknung Gie Haar- 
linge grOBer. hingegen das Quellvolumen geringer ist als nach Benissung 
In Analogie zur Dehnung hat die Liingung des Haares eine Querschnitts- 
verminderung zur Folge, das degenerierte Haar hat also bei gleiche: 


Feuchtigkeit einen geringeren Querschnitt als das regenerierte Haar. 


Iin gleichen Sinne wirkt auch das durch Hysteresis bedingte verringerte 
Volumen. 
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Im folgenden seien die Liingen- und Querschnittsinderungen 
formelmiBig dargestellt. Essei V = Volumen,/ = Linge und gq = Quer- 
schnitt des Haares nach Regeneration und Einstellung des Feuchte- 
gleichgewichts zwischen Luft und Haar. dl, dq und dV seien die durch 
Hysteresis, 0/ und dq die durch Degeneration bedingten Zustands- 
inderungen. Die gesamte Lingen- und Querschnittsiinderung sei mit 
Di und Dq bezeichnet. Die Degeneration wird in diesen Ausfiihrungen 
als isopykne Zustandsinderung aufgefaBt. Die relative Feuchtigkeit 
der Luft, der das Haar ausgesetzt ist, sei vor und aach der Zustands- 
inderung des Haares die gleiche. Das Haarvolumen ist gegeben durch 
die Gleichung 

V =/i-+¢. (1) 
Die Differentiation dieser Gleichung ergibt unter der Voraussetzung, 
daB fiir das Haar das Produkt 4g: Al vernachlissigbar ist, 


dV =1-dq+q-dl. | (2) 


Bei Einfiihrung der sogenannten Quellungsanisotropie, die gegeben 
ist durch 
d 
A= “% (3) 
dl 
erhalten wir 


dV = dl: (lA +4) 


und 


dV 
l-A +q 


dl - 


Somit ist 
aVv 


° (5) 
L-A+q 


dl = DI — 
Dl kann leicht gemessen werden, z, B. im oben erwihnten Haarpriif- 
geriit oder im Hygrometer, dV ergibt sich durch genaue Wiigungen. 
Strenggenommen muB beriicksichtigt werden, daB A sich mit dem 
Wassergehalt iindert, diese Gleichungen also nur dann zutreffen, wenn 4 
fiir den Volumenbereich V bis V — DV gilt. 

Die Gesamtquerschnittsiinderung Dq setzt sich zusammen aus den 
lurch Degeneration und Hysteresis bedingten Querschnittsiinderungen 
und errechnet sich aus folgenden Gleichungen: 

DV =dV =1-Dq+q- Pl, (6) 
dV --q-Dl 


Aus Gleichungen (4), (5) und (7) erhilt man 


aVv / q , q: él 
Dq = ‘ — : 
sites (1 iaee) I 


(7) 
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hierin ist 
dV q 
(1——-~__Jed 
PC ee 
und 
- él 
i = dq. (10) 
l 
Es wurde bereits auf die Analogie der Degenerationserscheinungen zur 
mechanischen Dehnung des Haares hinsichtlich der Deformation 
hingewiesen. Besonders wichtig ist noch eine weitere Analogie, die 
darin besteht, daB auch jede Uberdehnung durch Einwirkung von 
Wasser oder gesittigtem Wasserdampf wieder vdllig riickgingig ge- 
macht werden kann. Bereits bei relativen Feuchtigkeiten oberhall 
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Die Verkiirzung von um 30% iiberdehnten Haaren (Anfangslinge = 89 bis 90 mm) unter 
dem EinfluB der relativen Feuchtigkeit. 























80 %,, bei denen auch die Riickgingigkeit der Degenerationserscheinungen 
einsetzt, findet die Verkiirzung in starkerem MaBe statt, waihrend bei 
niedrigen Feuchtigkeiten die Verkiirzung nur langsam erfolgt und die 
urspriingliche Lange nicht erreicht wird. Bei einer relativen Feuchtig- 
keit von 83% wurde nach 5 Stunden die Anfangslinge fast véllig 
erreicht, wihrend bei 96%, relativer Feuchte das Haar seine urspriing- 
liche Lange nach 10 Minuten annihernd, nach 50 Minuten vdllig an- 
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genommen hatte. In Wasser verkiirzt sich jedes Haar innerhalb weniger 
Minuten — wohl nahezu gleichzeitig mit Erreichung des Sittigungs- 
zustandes — auf seine urspriingliche Linge. 


Um den EinfluB der relativen Feuchtigkeit genauer zu ermitteln, 
wurden 7 Haare der gleichen Haarsorte 24 Stunden hindurch um 33°, 
gedehnt gehalten, danach entspannt, in das Haarpriifgerat eingehingt, 
die relative Feuchtigkeit auf einen um + 2°, konstanten Wert ein- 
reguliert und die Lingeninderungen von Zeit zu Zeit im Okular- 
mikrometer gemessen. Die MeBergebnisse sind in Abb. | eingetragen. 
Die erste Messung (Zeit = 0 Minuten) wurde immer 12 Minuten nach 
erfolgter Entspannung vorgenommen, um die Einstelltrigheit ‘zu beriick- 


sichtigen. Bis zur ersten Messung war natiirlich schon eine betrichtliche 


Verkiirzung besonders gleich nach erfolgter Entspannung — erfolgt 
(etwa 30° der vorherigen Uberdehnung), die nicht mit in Betracht 
gezogen werden konnte. 


Bei Feuchtigkeiten unterhalb etwa 30°, iiberwiegt wohl der EinfluB 
der Wirmeschwingungen der Molekiile hinsichtlich der Verkiirzungs- 
tendenz des gedehnten Haares!, wihrend mit steigender Feuchtigkeit 
in immer stiirker werdendem MaBe der EinfluB der relativen Feuchtigkeit 
zunimmt, 


Eine eindeutige Erklirung der geschilderten Degenerations- 
erscheinungen ist in der Literatur nicht zu finden. In Aufsiitzen, die 
das Haarhygrometer behandeln, werden die Degenerationserscheinungen 
meist im Zusammenhang mit der Belastung des Haares (durch Hebel- 
mechanismus und Zeiger) erwiihnt. Bongards gibt folgenden Erklirungs- 
versuch fiir das im belasteten Zustand getrocknete Haar2: Er nimmt 
an, daB, wenn das Haar als Ganzes bei Austrocknung infolge Belastung 
an der Schrumpfung gehindert wird und infolgedessen nur die Quell- 
substanz schrumpft, Hohlriume im Haare entstehen, in denen sich 
auBer Wasserdampf auch andere Gasteilchen ansamme!n, die erst 
wieder bei steigender Feuchtigkeit durch den Quelldruck vertrieben 
werden. Ich habe nun festgestellt, daB auch vollkommen unbelastete 
Haarstriinge in gleicher Weise degenerieren wie durch den Ubertragungs- 
mechanismus im Hygrometer belastete Haarstriinge. Gerade hieraus 


1 Auf die Verkiirzungstendenz bei der relativen Feuchtigkeit 0° kann 
man extrapolatorisch ungefahr schlieBen. Diese ist sehr gering, wobei besonders 
zu beriicksichtigen ist, daB das Haar bei Feuchtigkeiten unterhalb 10° sehr 
langsam seinen Wassergehalt abgibt und infolge der Wasserabgabe wahrend der 
ganzen Versuchsdauer sein Volumen und somit auch seine Lange verringert. 
Die Verkiirzung bei extrem niedrigen Feuchtigkeiten ist demnach zum groBen 
Teile auf Schrumpfung zuriickzufiithren. 2 Bongards ,,Feuchtigkeitsmessung*‘ 
S. 289. Miinchen u. Berlin, Verlag R. Oldenbourg, 1926. 
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schlieBe ich, daB andere Griinde vorliegen miissen, als Bongards anninim 
Vielleicht kénnten die Astburyschen Vorstellungen hinsichtlich Dehnung 
und Kontraktion auch auf die Degenerationserscheinungen angewende 
verden, insbesondére wenn man die Analogie zwischen diesen Erschei. 
nungen in Betracht zieht. Demnach wire dann eine Austrocknung 
mit einer geringen Auseinanderziehung der Molekiilketten des Haar. 
keratins verbunden, wahrend die Wasseraufnahme wieder die 7. 
sammenziehung zur urspriinglichen «-Form zur Folge hat. Das norniat; 
a-Keratin im Sinne Asturys wire auf Grund dieser Ausfiihrunge: 
somit nur bei Sattigungsfeuchtigkeit vorhanden, wihrend jede Aus. 
trocknung eine geringfiigige Abweichung vom Normal-«-Zustand 21 
Folge hat. Diese innermolekularen Umwandlungsprozesse wirken ce 
durch Longitudinalquellung bediagten Lingung in geringem Mabe 
entgegen, waihrend nach mechanisch erfolgter Dehnung die Vorgiinge 
die bei WassereinfluB zur Verkiirzung der Molekiilketten fiihren, be. 
trichtlich den primiiren longitudinalen Quellungseffekt iiberwiege 


Zusammenfassung, 


1. Beim normalen Haar bewirkt der longitudinale Quellungseffek: 
eine Lingeninderung, die im Bereich 0 bis 100° relativer Feuchte meist 
1,7 bis 2,0% der urspriinglichen Linge betriigt. Die Longitudinal. 
quellung ist unabhingig von der Dicke und Farbe des Haares, diinne 
Haare stellen sich hingegen rascher auf Feuchtigkeitsiinderungen ei: 
als dicke Haare. 


2. Jede Austrocknung hat eine Degeneration des Haares zur Folge. 
die sich in einer Lingung des Haares auswirkt. Die Degeneration hingt 
ab von der Stiirke und Dauer der Austrocknung und tritt unabhingig 
von der Belastung des Haares auf. 


3. Gewichtsanalytische Wassergehaltsbestimmungen zeigten, dali 
jede Austrocknung ferner mit einer Hysteresis verbunden ist. Die 
bei gleicher Feuchtigkeit nach Benissung und nach Austrocknung 
vorhandenen Unterschiede hinsichtlich Haarlange und Querschnitt 
ergeben sich somit durch Summierung der durch Degeneration und 
Hysteresis bedingten Zustandsinderungen. 


4. Die Regeneration setzt oberhalb 80.°, relativer Feuchtigkeit 
ein und wird vollstindig in gesittigt feuchter Luft. 


5. Es wird auf die Analogie der Degenerationserscheinungen 71! 
mechanisch erfolgten Dehnung hingewiesen. Diese besteht erstens 
darin, daB jede Lingung mit einer Querkontraktion verbunden ist 
und umgekehrt; zweitens, daB auch iiberdehnte Haare in Wasser ode 
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wasserdam pfgesiittigter Luft wieder vollig regenerierbar sind. In. Ab- 
hingigkeit von Zeitdauer und relativer Feuchte wurde die Verkirzung 


von tiber 30% iiberdehnten Haaren graphisch dargestellt. Bei Feuchtig- 
‘keiten oberhalb 80°, wird nach wenigen Stunden die urspriingliche 


Liinge fast vOllig erreicht. 


3. Die analogen Erscheinungen zwischen Degeneration und Dehnung 


~ 


‘ fihren zu der Annahme, daB es sich bei beiden Erscheinungen um ahn- 


ljiche innermolekulare Vorgiinge, jedoch in sehr verschiedenen GrdBen- 
ordnungen, handelt. Demnach wiire Dehnung und Degeneration mit 
einer Streckung, Kontraktion und Regeneration mit einer Stauchung 
der Molekiilketten verbunden. 
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Untersuchungen tiber die reduzierende Wirkung 
von Ascorbinsiure auf Methylenblau bei Belichtung. 
e Von 

iF Erich Weiland, Zérbig. 

(Eingegangen am 16. Februar 1944.) 

Mit 1 Abbildung im Text. 











Wird eine wasserige Ascorbinsiure (As.)-Lésung von Zimmer- 
temperatur mit Methylenblau versetzt. so findet im Dunkeln nur eine 
kaum meBbare Reaktion statt, wihrend bei Belichtung das Methylen- 





blau (M. B.) zu dem farblosen Leukomethylenblau reduziert wird. 
Die Intensitat der Reduktion laBt sich an dem mehr oder weniger groBen 
Grad der Entfairbung des M. B. ablesen. 

Zuniichst wurde die Abhangigkeit der Reduktionsgeschwindigkeit 
von der Ascorbinsiurekonzentration und der Lichtstirke untersucht. 








Von einer 0,05 °Gigen wasserigen As.-Lésung und einer 0,10 %igen wasserigen 
As.-Lésung wurden jeweils 20ccem mit lcem einer wasserigen gesattigten 
M. B.-Lésung versetzt und in vélliger Dunkelheit aufbewahrt. Je 5ccm einer 
Stammlésung kamen zum Zwecke der Untersuchung in eine planparallele 
Kiivette. Die Kiivette wurde nun in einem bestimmten Abstand von der Licht- 
quelle in den Lichtkegel eines Projektionsapparates gestellt und verblieb dort 
bis zur volligen Entfarbung des M. B. Dieser Versuch wurde mit den Stamm 
lésungen | und 2 bei verschiedenen Abstanden von der Lichtquelle durchgefiihrt 
und die Zeit bis zur Entfarbung gemessen. 









Die Ergebnisse sind in Tabelle I zusammengefaBt. 






Tabelle I. 





As.-Konzentration Lichtintensitat 







| Entfarbungsdauer 
% Lux | Sek. 
225 6 
0,05 111 40 
60 7 180 












{ 225 3 
0,10 111 20 
\ 60 95 












Die Werte lassen einen deutlichen Zusammenhang zwischen 





As.-Konzentration, Lichtstirke und Entfairbungsdauer erkennen. 





In einem zweiten Versuch wurde der EinfluB verschiedenfarbigen 





Lichtes auf die Reduktionsgeschwindigkeit ermittelt. 





Als Stammlésung zu diesen Untersuchungen diente cine 0,1°,ige wasseriyi 
mit M. B. angefairbte As.-Lésung. Planparallele Kiivetten wurden mit jeweils 
gleichen Mengen gefiillt, die ¢ine wurde im Dunkeln aufbewahrt, die ander 
25 em von der Lichtquelle entfernt aufgestellt. Zwischen Lichtquelle und Kiivett: 
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kamen farbige Lichtfilter. Nach 1 Minute wurde der Versuch abgebrochen 
und die belichtete Kiivette mit der in der Dunkelheit aufbewahrten verglichen. 
Die gréBte Reduktionswirkung erfolgte im Bereiche des gelben Lichtes, bei 
Beleuchtung mit rotem und auch mit blauem Licht nahm der Grad der Ent- 
farbung stark ab. Bei Aufbewahrung eines Teiles der oben beschriebenen M. B.- 
As.-Lésung in absoluter Dunkelheit war eine schwache Entfarbung nach 
24 Stunden zu erkennen. Nach 48 und auch nach 72 Stunden konnten keine 
weiteren Veranderungen mehr beobachtet werden. 

In Abb. 1 sind die Versuchsergebnisse aufgezeichnet. Als will- 
kiirlicher MaBstab des Entfarbungsgrades wurde eine Skala von 0 bis 10 
aufgestellt. Waihrend 10 den Grad volliger Entfirbung bezeichnet, 
bedeutet 0 keine Entfarbung. 





dunkelrot | hellrot | orange | gelb \gringelb | grun | dunkelgrun’ blow 
| 00 490 
































Wellen/angen in upe Entfarbungsgrad noch 7 Minute 
Abb. 1. 


Methylenblau zum Nachweis der ungleichmaBigen Verteilung von 
Aseorbinsaéure in pflanzlichen Organen. 


Die in den vorangegangenen Versuchen bestitigte Abhingigkeit 
der Reduktionswirkung von Ascorbinsiure auf Methylenblau von der 
Lichtintensitaét wurde in nachfolgend beschriebener Methode zur Be- 
stimmung der ungleichmaBigen Verteilung von Ascorbinsiiure in Pflanzen- 
organen, und zwar in Apfeln und in Kartoffeln, verwertet. 

Die fiir die Versuche vorgesehenen Friichte und Knollen wurden 
mit einem Skalpell halbiert, wobei auf eine glatte Schnittfliche be- 
sonderer Wert zu legen war. Die auf diese Weise erhaltenen Hilften 
kamen fiir die Dauer von 3 Minuten zur Einfairbung der Schnittflichen 
in eine wiisserige Methylenblaulésung (1 Teil gesiittigte wiisserige 
M. B.-Lésung + 20 Teile Aq. dest.). Nach der Firbung wurde mit 
Wasser abgespiilt. Von den so vorbereiteten Frucht- bzw. Knollen- 
halften kam immer eine so in den Lichtkegel eines Projektionsapparates, 
daB sie ganz gleichmiBig beleuchtet war, wihrend die andere Hiiltte 
im Dunkeln aufbewahrt wurde. Nach einer Beleuchtungsdauer von 
3 bis 4 Minuten konnten auf den beleuchteten Schnittflichen Orte be- 
sonders starker Entfirbung gegeniiber solchen weniger starker Ent- 
firbung erkannt werden. Die im Dunkeln aufbewahrten Fruchthilften 
zeigten dagegen im gleichen Zeitraum keine Verinderungen in der 
GleichmaBigkeit ihrer Schnittflichenfarbung. 
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Bei den untersuchten Apfeln! konnte eine starke Entfirbung de. 
Fruchtfleisches in einer Breite von etwa 15mm um das Kerngehiiuse 
beobachtet werden, und auch unter der Schale bildete sich eine allerding. 
nur etwa 1 bis 2mm breite Zone stirkerer Entfiirbung heraus. 

Bei den Kartoffeln war die Intensitit der Entfirbung gegeniibe: 
derjenigen der Apfel geringer. Hier war in 5mm Abstand von de; 
Schale eine 10mm breite Zone stirkerer Entfirbung zu erkennen? 
Die Befunde an Apfeln, soweit sie die besonders hohe As.-Konzentration 
unter der Schale betreffen, stimmen mit der schon lange titrimetrisch 
und durch Tierversuche nachgewiesenen héheren As.-Konzentration 
im engsten Schalenbezirk iiberein (Paech, 1938). 

Die hier beschriebene Methode zur Bestimmung der zonenmaBigen 
Verteilung von Ascorbinsiure lieBe sich selbstverstindlich auf eine 
weitere Reihe von Pflanzenorganen ausdehnen, die eine gleichmabBige 
Einfirbung det Schnittflichen mit Methylenblau in oben beschriebene: 
Weise gestatten. Ein solch einfaches Hilfsmittel zum qualitativen 
Nachweis zonenmaBig verschiedener As.-Konzentration in pflanzlichen 
Geweben kommt sicherlich manchen praktischen Bediirfnissen entgegen 
und erméglicht die Untersuchung groBer Materialmengen bei Auslese- 
versuchen usw. 

Bei diesen Bestimmungen an lebenden Geweben ist jedoch auch 
die Anwesenheit anderer reduzierender Verbindungen und ihre Ein. 
wirkung auf die M. B.-Reaktion méglich. Das Vorhandensein solche: 
Reduktionskrafte und die Gré8e ihrer Einwirkung auf Methylenblau 
wahrend der Versuchsdauer ware noch zu beriicksichtigen. Sollten sich 
andere Reduktionswirkungen (beispielsweise Fermente) st6rend bemerk- 
bar machen, so ist zu priifen, ob man durch kurzes Erhitzen mit kochen- 
dem Wasser vor den Bestimmungen ohne wesentliche Zerstérung der 
Ascorbinsaiure eine giinstige Beeinflussung der Versuchsergebnisse 
erreichen kénnte. 

Literatur, 

Paech, K., Uber den Vitamin C-Gehalt deutscher Apfel. Zeitschr. Unters. 
Lebensmittel, Berlin, 76, 234, 1938. 

Derselbe, Die Verteilung der Ascorbinséure in der Kartoffelknolle. Diese 
Zeitschr. 298, 307, 1938. 

! Alle Versuche wurden mit Apfeln und Kartoffeln durchgefiibrt, dic 
bereits 3 Monate gelagert hatten. Lagertemperatur 89°C. — * Fir die Ver. 
suche wurden Friichte und Knollen normaler GréBe ausgewahlt. Die Zahlen 
angaben sind Durchschnittswerte. Diese Werte andern sich selbstverstandlich 
im Zusammenhang mit den GréBenverhaltnissen der Organe. 
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Uber die Einwirkung von Natronlauge 
auf menschliche Haare’. 
Von 
Alfons Schéberl, Paul Rambacher? und Annemarie Wagner. 
(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 
(Eingegangen am 16, Marz 1944.) 


Aus gegebener Veranlassung entstand der Wunsch, die in einigen 
friiheren Mitteilungen? studierten Umsetzungen an Schafwolle in 
alkalischen Lésungen und Wasser durch Versuche an menschlichen 
Haaren zu erginzen und zu erweitern. Hierbei bot sich Gelegenheit, 
die Reaktionsfahigkeit der Cystin-disulfid-bindungen in Haarkeratinen 
erneut zu tiberpriifen, was sich vor allem im Hinblick auf den Chemismus 
der Lanthioninbildung aus Keratinen und anderen Eiwei8stoffen im 
Zusammenhang mit einer jiingst erschienenen Arbeit von anderer 
Seite (vgl. weiter unten) als notwendig erwies. Unter anderem inter- 
essierten dabei Geschwindigkeit und AusmaB des Alkaliangriffes auf 
die gegeniiher der feinen Schafwolle wesentlich gréberen Haare und 
die praparative Isolierung und Eigenschaften von Keratinabbau- 
produkten bei diesen Vorgingen. Diese Abbauprodukte wollen wir 
hier kurz als Keratosen bezeichnen*, ohne damit aber etwas iiber den 
Umfang der Molekiilzerkleinerung und damit in Zusammenhang 
stehende Fragen und iiber die Einordnung solcher Substanzen in die 
Klasse bekannter EiweiBabbauprodukte aussagen zu wollen. Denn 
hierzu sind weitere Untersuchungen notwendig. 

Behandelt man menschliche Haare mit der nur fiinffachen Gewichts- 
menge 2,2 n Natronlauge, so ist die Faserstruktur bei 50° bereits nach 
weniger als 45 Minuten und bei 70° nach 15 Minuten vdllig zerstért, 
und die Haarkeratine sind in Lésung gegangen®. Dabei lagen in solchen 
Lésungen nur 9,4 bzw. 13,9% des Gesamtstickstoffs in Form von 
nach van Slyke bestimmbaren Aminogruppen vor, so daB der Umfang 
der hydrolytischen Aufspaltung von Peptidbindungen noch als gering 
angesehen werden darf. Hierbei ist freilich zu bedenken, daB je nach 
Lage der Peptidbindung bei den hochmolekularen Eiweifstoffen schon 


1 IX. Mitteilung in der Untersuchungsreihe ,,Reaktionsfahigkeit und Bau 
der Schafwollfasern‘’. VIII. Mitteilung: Ber. 76, 970, 1943. — * Herr Dr. Paul 
Rambacher hat sich an den Versuchen wahrend eines militaérischen Urlaubs 
beteiligt. Schéberl. — * Vgl. diese Zeitschr. 306, 269, 1940; 313, 214, 1942; 
Ber. 76, 970, 1943. — 4 Vgl. auch F. Lieben, Geschichte der physiologischen 
Chemie, Leipzig u. Wien 1935, S. 412. —'5 Die Alkalimenge dirfte auch zur 
Lésung der in das Haar eingelagerten Pigmente ausreichend gewesen sein. 
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die Offmung von wenigen dieser funktionellen Gruppen die Bildung vert 
von Bruchstiicken mit wesentlich kleinerem Molekulargewicht ver. der 
ursachen kann. Auch der Siureamidstickstoff des Haarkeratins! wird aust 
ee bei den gelinden Reaktionsbedingungen keineswegs vollkommen als 
hike NH3 abgespalten. Es sind auch keine Andeutungen dafiir vorhanden, nun 
daB das Alkali NHg aus den Cystinresten der EiweiBkette heraus. ist. 
bricht?. Wahrend in unseren friiheren Versuchen nach der Alkali- der 
einwirkung die Wollfaser als solche erhalten blieb; strebten wir diesmal in 3 
eine homogene Lésung der Haarsubstanz an, um friihere Befunde auch any 
: unter abgeinderten Versuchsbedingungen zu iiberpriifen. fest 
Es hat sich gezeigt, daB die unter Schwefelwasserstoffentwicklung fiir 
verlaufende Fallung der anfallenden Lésungen am zweckmaBigsten mit 
verdiinnter Essigsiure durchzufiihren ist, wobei bei maximaler Fallung die 
nicht ganz die Hialfte der eingesetzten Haarmenge an Keratose zu vos 
isolieren ist. In in praparativem MaBstab angesetzten Versuchen ger 
fanden wir, daB durch Unterbrechung der Fillungen bei py-Werten die 
zwischen 7 und 8 die dunklen Melaninsubstanzen der Haare sich ab- iis 
trennen lassen, was Qualitaét und Aussehen der Keratosepriparate hve 
wesentlich verbessert. Zu einer eingehenden Untersuchung dieser ne 
Melanine lag im Rahmen unserer Problemstellung keine Veranlassung ant 
vor. wel 
Auch die vorliegenden Versuche lassen in drastischer Weise die lys 
tiefgreifenden Veranderungen am Keratinschwefel bei der doch nur pe 
sehr kurzen Alkalieinwirkung erkennen. Eine eingehende analytische gru 
Durchuntersuchung sowohl der gefillten Keratosen wie auch der ie 
Gesamtansitze erméglichte uns eine Ubersicht iiber das Schicksal der 
in Haaren besonders zahlreichen Disulfidbindungen®. Cy 
Was zunachst den Gesamtschwefelgehalt der isolierten Keratose- an 
priparate angeht, so kommt dieser zwar durchaus an den Schwefel- ee 
gehalt des Ausgangsmaterials heran, liegt aber nur mehr zu einem ee 
recht bescheidenen Teil, nimlich zu rund einem Drittel, disulfidisch Se 
gebunden vor. Dabei ist zu bedenken, daB von diesem Disulfidschwefe! 30 
primar noch ein betriachtlicher Anteil in Form von Sulfhydryl-gruppen ‘i 
vorlag, wie spiter noch erértert werden soll, und daher auch nicht ie 
mehr die urspriinglichen Disulfidbindungen der Haare darstellt. Die pe 
von uns gewahlte Alkalibehandlung diirfte rund’ 80°, der Cystin- 
disulfidbindungen der Haare aufspalten und umwandeln. Uber diese in 
Verainderungen gibt das von uns friiher entwickelte Schwefelbilanz- re 
1 Vgl. etwa Eléd, Nowotny u. Zahn, Melliand Textilberichte 23, 577, 1942 di 
— * Hierfiir sind scharfere Bedingungen erforderlich. — * Bei Fallung mit Fe 
Salzsdure erhielten wir schlechtere Keratoseausbeuten. — * Uber die Abtren- 
nung von Melaninen aus Haaren vgl. etwa Fasal, diese Zeitschr. 55, 393, 1913: 
Klinke, ebenda 160, 28, 1925. — * Die benutzten Haare enthielten iiber 15°, di 


Cystin! 


lung 
4 


den. 
aus- 
kali. 
n al 


uch 


lung 
mit 
ung 
Zu 
hen 
rten 
ab- 
rate 
PSel 


ung 


die 
nur 
che 
der 


der 


Einwirkung von Natronlauge auf menschliche Haare. 173 


verfahren sofort Auskunft, wenn es auch gur ersch6pfenden Beschreibung 
der sich an die Primarreaktion anschlieBenden Folgereaktionen nicht 
ausreicht. 

Auch hier erhebt sich sogleich die Frage, in welcher Form der 
nun nicht mehr disulfidisch gebundene Schwefel denn dann vorhanden 
ist. Es lieB sich in einem Versuch an Schafwolle zeigen, daB auch bei 
der Einwirkung von 2,2 n Natronlauge bei 50° der Thioiither Lanthionin 
in allerdings geringer Menge entsteht und aus dem Siurehydrolysat 
so vorbehandelter Wolle isoliert werden kann. Wir wollen aber hier 
festhalten, daB die von uns gewihlten Bedingungen des Alkaliangriffs 
fiir eine maximale Lanthioninbildung ungiinstig sind. 

Im Vergleich zu den starken Verinderungen am Wolleschwefel ist 
die noch immer wieder als charakteristisch bei der Alkalibehandlung 
von Keratinen angesehene Abspaltung von Schwefelwasserstoff als 
gering anzusprechen, da nicht mehr als 20°,, des Gesamtschwefels in 
dieser Form verlorengehen. In quantitativ aufgearbeiteten Spaltungs- 
versuchen, wobei der entstandene Schwefelwasserstoff bei der Durech- 
hydrolyse mit Siéure nach der Natronlaugebehandlung ausgetrieben 
wurde, fanden wir bei 50° 15,8°) und bei 70° 18,1°, HsS. in diesen 
unter AusschluB von Sauerstoff durchgefiihrten Ansiitzen lieBen sich 
weiterhin 10,1 bzw. 13,0°., des Gesamtschwefels als Cystein in den H ydro- 
lysaten neben 24,9 bzw. 16,0°, Cystinschwefel feststellen. Damit ist 
auch hier wiederum die Bildung gréBerer Mengen von Sulfhydryl- 
gruppen! nachgewiesen, so wie das friither an Schafwolle gezeigt 
wurde. 


Addiert man nunmehr den als Schwefelwasserstoff, Cystein und 


Cystin gefundenen Schwefel, so macht das merkwiirdigerweise praktisch 


nur die Halfte des eingesetzten Schwefels aus. Auch friihere an Wolle 
erhaltene Zahlen geben das gleiche Bild?. Da in den filtrierten Hydro 
lysaten, die nur noch Cystein-, Cystin- und andersartig gebundenen 
Schwefel (z. B. Lanthionin-S) enthalten konnten, ebenfalls nur rund 
50° vom Gesamtschwefel wiedergefunden wurden, riickte die von 
uns schon in einer friiheren Mitteilung? ausdriicklich erwihnte Bildung 
von elementarem Schwefel hinsichtlich ihres AusmaBes in den Vorder- 
grund des Interesses. 

Wir glauben nunmehr mit ziemlicher Sicherheit die Bildung be- 
trichtlicher Mengen von elementarem Schwefel bei der Einwirkung 
von Natronlauge auf Haarkeratin bewiesen zu haben. Obwohl dadurch 
die Entwirrung des Reaktionsbildes nicht einfacher wird, diirfte diese 
Feststellung von allgemeiner Bedeutung sein und bringt Befunde in 


' Bei der Beurteilung der Menge des SH-Schwefels tut man gut daran, sich 
die Ausbeute an H,S-Schwefel vor Augen zu halten! 2 Schéberl u. Ram- 
bacher, diese Zeitschr. 306, 269, 1940, Tabelle XII auf S. 291. 
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Erinnerung, wie sie seinerzeit etwa beim Studium gewisser cyclischer 
und anderer Cystinderivate gemacht wurden}. Diese Absprengung 
von elementarem Schwefel war besonders bei Cystinhydantoin und 
Dialanyl-cystin-dianhydrid, ferner an Dicarbobenzoxy-cystiny]-digly cin 
Diformyl-cystin und SS-Glutathion gefunden worden2. Beim Cystin. 
hydantoin betrug der elementare Schwefel rund die Halfte des Gesamt. 
schwefels. Es wird notwendig sein, in weiteren Versuchen die Bildung 
des elementaren Schwefels bei den einzelnen Systemen quantitati\ 
zu verfolgen. Wir glauben annehmen zu diirfen, daB auch beim Haar. 
keratin die Menge des elementaren Schwefels von den jeweils ein- 
gehaltenen Versuchsbedingungen abhingt. 


Die Entstehung von elementarem Schwefel zeigte sich in unserer 
Versuchen nicht nur durch die Schwefelbilanz an, sondern wurde auch 
durch direkte Bestimmungen erwiesen. So lieB sich den gefillten 
Keratosepriparaten elementarer Schwefel durch Extraktion mit 
Schwefelkohlenstoff entziehen. Vor allem aber ergab die Behandlung 
dieser Verbindungen mit konzentrierter Jodwasserstoff{sdure betrachtliche 
Mengen von Schwefelwassersto/f, der in unserem Fall vorwiegend von 
elementarem Schwefel gebildet wird’. Unsere noch nicht endgiiltigen 
Zahlen sprechen dafiir, daB nach der Alkalispaltung rund die Hilfte 
des eingesetzten Schwefels als elementarer Schwefel vorlag. In zwei 
Keratosen waren 49 bzw. 65% des Gesamtschwefels mittels Jodwasser- 
stoffsiure zu Schwefelwasserstoff zu reduzieren‘. 


Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung bestatigen die 
friiher mitgeteilten Befunde. Sie bilden ein weiteres Beweismateria| 
fiir die Vorstellungen, wie sie zur Deutung der Umwandlungen an den 
Cystin-disulfidbindungen entwickelt wurden. 


 Schoberl u. Rambacher, Liebigs Ann. 538, 84, 1939; vg]. auch ebenda 534, 
210, 1938. — * Vgl. auch das Verhalten von Cystin-phenylhydantoin, das 
J.C. u. K. C. Andrews (J. of biol. Chem. 102, 253, 1933) studierten. — 
’ HJ kann auch anorganisch gebundenen §, z. B. in Sulfaten, zu H,S redu- 
zieren. Mit der Anwesenheit derartiger Verbindungen war aber nicht zu 
rechnen, ebensowenig wie mit dem Vorhandensein von Schwefelsdure in ester- 
artiger Bindung. Das Verhalten von organisch gebundenem, aber in héher 
oxydiertem Zustand, wie beispielsweise in Form von SO,H-Resten vorbandenem 
Schwefel, braucht ebenfalls nicht diskutiert zu werden. Es sollen hier aber 
wenigstens die Hauptméglichkeiten angedeutet werden, da es aussichtsreich 
erscheint, die S-Bilanz in Verbindungen dadurch zu erganzen und zu erweitern, 
daB man diese einer Reduktion mit Jodwasserstoffsiure unterwirft. Wie sich 
Cystin, Methionin und Lanthionin dabei verhalten, ist bekannt. — ‘ Die 
Bildung von elementarem S bringt es mit sich, daB in den Reaktionssystemen 
nach dem Alkaliangriff Polysulfidlésungen. vorliegen. Hierbei ist auch mit der 
Méglichkeit einer Umsetzung zwischen elementarem S und Lauge zu rechnen. 
woriiber in spateren Versuchen berichtet werden soll. 
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ischer Kiirzlich gelangte eine im Jahre 1943 veréffentlichte Arbeit von 

ngung Mize'l und Harris! iiber die Reaktion von Wolle mit Alkali zu unserer 

1 und Kenntnis. Mizell und Harris ziehen bei ihren Formulierungen nur 

Hyein eine einzige altere Mitteilung aus unserem Arbeitskreis? aus dem Jahre 

ystin- 1936 heran, in der aber weder Cystinderivate noch Wolle, sondern 

= a-Disulfidecarbonsiuren untersucht wurden. Bei der Ablehnung der { 
ung 


von uns geforderten Primarreaktion (Gleichung I): i 


itati 
+85 R—CH,—S—S—CH,—R +HOH = R—CH, -SH+HOS-—CH,-R (I) 





Haar. 

: din. beriicksichtigten die amerikanischen Autoren eine Reihe inzwischen 
von unserer Seite erschienene Veréffentlichungen, die sich gerade : 
mit mit Wolle vergleichbaren Systemen beschaftigen, nicht und ge- 

langen so zu einer einseitigen Darstellung des fiir die Wollchemie wichti- 

‘auch gen Alkaliangriffes. Wir haben daher Veranlassung, uns mit den Aus- 

illten fiihrungen von Mizell und Harris naher auseinanderzusetzen. 

_ Bei der systematischen Fortentwicklung unserer Modellversuche 

mune ergab sich als wesentlicher Gesichtspunkt, da8 hinsichtlich der sich 

ne an die Primérreaktion (I) anschlieBenden Folgereaktionen zwischen ; 

oh a- und instabilen /-Disulfid-carbonsiuren ein prinzipieller Unterschied 

: gemacht werden muB. Im Cystinsystem haben wir aber ein /-Disulfid- 

ee carbonsiuresystem vor uns. Schon im Jahre 1939 wiesen wir an Hand 

wee des Befundes, daB bei gewissen Cystinderivaten ein direkter Zusammen- 

vicceall hang zwischen Thiol- und Schwefelwasserstoffausbeute besteht,- aus- 
driicklich darauf hin, daB in solchen Systemen der Schwefelwasserstoff 

die auch aus labilen Thiolen und nicht nur aus Sulfensduren abgespalten 

erial wird. Es ist daher nicht mehr zulassig, wenn Mizell und Harris unter 

den Hinweis auf unsere Versuche unsere Ansicht tiber den Chemismus der i 
Schwefelwasserstoffabsprengung bei der Wolle ausschlieBlich durch | 
die folgende Reaktion an primar entstehenden Sulfensdiureresten 

534, formulieren (Gleichung II): 

_ das : 

a —£°.cH-cH,-soH —> {9 >cH-cHO+H,8 (I) | 

t zu Es wurde vielmehr schon seinerzeit die folgende Umsetzung zur Dis- 

ster. kussion gestellt, die aus den in die Polypeptidketten eingebauten 

_ Cysteinresten Dehydroalaninreste entstehen lat (Gleichung UTI)3: 

= ~CO .cH-CH,-SH —> —C%>c = CH, + 8. (III) 

a 1 J. Research of the National Bureau of Standards 30, 47, 1943. Wir 

Die lernten diese Arbeit zuerst durch den uns freundlicherweise zugeschickten 

pal Sonderdienst Nr. 31 der Melliand Textilberichte in Heidelberg kenne n. Herrn 

der Dr. M. Pfliicke, Berlin, haben wir fiir die beschleunigte Besorgung einer Photo- 

vag kopie dieser fiir uns wichtigen Arbeit besonders zu danken. - 2 Schoberl u. Eck, f 
Liebigs Ann. 522, 97, 1936. — * Schoberl u. Rambacher, Liebigs Ann. 538, 84, 


1939; Schdberl, diese Zeitschr. 313, 214, 1942. 
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Real 
Mizell und Harris fiihren mit Recht aus, daB sich bei Annahme und 
der hydrolytischen Aufspaltung der Disulfidbindung im Sinne yoy co 
Gleichung (I) auch bei Wolle die Bildung von Sulfhydrylgruppen nach. NE 
weisen lassen miiBte, geben aber wiederum an, daB ihnen dieser Nach. 
weis in Hydrolysaten alkalibehandelter Wolle nicht gelungen sei. Wj 
haben daher in der vorliegenden Arbeit auf diesen Nachweis nochmal. 
besonderen Wert gelegt. Es ist uns jedenfalls auch diesmal wie friihe; 
einwandfrei gelungen, Sulfhydrylgruppen in ziemlicher Menge in den Wir 
Keratosehydrolysaten qualitativ und quantitativ zu erfassen. Wi: und 
halten damit die Bildung dieser funktionellen Gruppen beim Alkali. JF dure 
angriff auf Keratine fiir endgiiltig erwresen. Selbstverstandlich kann 
dieser Nachweis nur dann einwandfrei gefiihrt werden, wenn bei simt- auf 
lichen Operationen der Luftsauerstoff peinlichst ausgeschlossen wird geg 
Auch die Ansicht von Mizell und Harris, daB wir nicht mit der Ben 
MOéglichkeit der Bildung neuer Bindungen an Stelle der gesprengten re 
Disulfidbindungen gerechnet hitten und daher beispielsweise die Mei 
geringe Alkaliléslichkeit behandelter Wolle nicht erkliren kénnten, dia 
trifft nicht zu. Der Nachweis der Thioitherbindung an Stelle der pe 
Disulfidbindungen, wie er durch die Isolierung von Lanthionin aus Erg 
alkaligeschidigter Wolle gefiihrt wurde, kam fiir uns, wie bereits mehr- iad 
fach an anderer Stelle gesagt, gar nicht iiberraschend. Die Lanthionin- 
bildung wurde durch Anlagerung eines nach Gleichung (I) entstehenden Dur 
Cysteinrestes an die Dehydroalaninreste aus Reaktion (III) im Sinne 
der folgenden Gleichung (IV) gedeutet!: wer 
NH>CH-CH,-SH +CH,=C<Q i" + “09 >cH-CH,-8-CH,CH<NE (iy 
Um schlieBlich noch iiber die Herkunft des elementaren Schwefels 
eine Aussage zu machen, so sei die ebenfalls schon friiher erérterte inal 
Méglichkeit hier nochmals aufgeschrieben, wonach unter Umstinden ang 
Sulfensadurereste sich unter Schwefelabspaltung zu Serinresten  stabili- wait 
sieren (Gleichung, V): Nr. 
~hu>CH-CH,-SOH —» —C°cH-cH,OH+8. — (V) ‘ 
Solche in Polypeptidketten eingebaute Serinreste sind alkaliempfindlich? si 
und kénnen vielleicht ebenfalls unter Wasserabspaltung nach einer der od 





Umsetzung (III) analoger Reaktion zur Ausbildung von Dehydro- 


nh 
alaninresten AnlaB geben. 






ne 
Mizell und Harris glaubeh unseren Anschauungen iiber die Hydro- 


lvse der Disulfidbindungen eine von Nicolet und Shinn aufgestellte 










1 Wie wir jetzt feststellten, haben etwa gleichzeitig mit uns Nicolet u. 
Shinn ebenfalls diese Umsetzung so diskutiert. — * Nicolet u. Shinn, J. of biol. 
Chem. 140, 685, 1941; J. Amer. chem. Soc. 63, 2284, 1941. 
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Reaktionsfolge vorziehen zu miissen, wie sie in den Gleichungen (V1) 
und (VII) wiedergegeben ist: 

7 
-N 


CO -_. -CO. 

NH- =~- -NH 

_CO 

~NH- 

—CO _ 
NH 


>CH—CH,—S-—SH + 


1 >CH-CH, -S—S—CH,—CH- 


+ CH,=C< (VI) 


CO 


~NHDCH-CH,-8-SH = >CH—CH,-SH +8. (VII) 


Wir sehen bis jetzt fiir beide Umsetzungen keine experimentelle Stiitze 
und halten die Aufsprengung einer S—C-Bindung in Cystinresten 
durch Alkali fiir unwahrscheinlich. 


Wenn wir hier nochmals kurz unsere Ansicht von dem Alkaliangriff 
auf den Keratinschwefel zusammenstellen, so vor allem deshalb, um 
gegeniiber den Auslegungen von Mizell und Harris unsere stindigen 
Bemiithungen aufzuzeigen, die nicht einfachen . Folgereaktionen zu 
entwirren und experimentell zu untermauern. Wir sind allerdings der 
Meinung, daf& gerade beim gegenwiirtigen Stand der Forschung auf 
diesem Gebiet eine erschépfende und vollig einwandfreie Darstellung 
des Gesamtproblems noch nicht gegeben werden kann und erst das 
Ergebnis weiterer Versuche abgewartet werden muB. Unsere Versuche 
werden nach verschiedenen Richtungen fortgesetzt. 

Frl. A. Schnurr danken wir fiir fleiBige und geschickte Mitarbeit bei der 
Durchfiihrung der Versuche. 

Die Untersuchungen sind teilweise mit Mitteln, die dem Textilforderungs- 
werk der Wirtschaftsgruppe Textilindustrie entstammen, durchgefiihrt worden. 


Beschreibung der Versuche. 


Versuchsmaterial fiir die nachfolgenden Abschnitte 1 mit 3 waren 
menschliche Haare von verschiedenen Triagern, die nach einer friiher 
angegebenen Vorschrift! sehr schonend nur mit Wasser gereinigt und 
mit Methanol und Petroliither griindlichst entfettet wurden (Praparat 
Nr. 75, V 310). Die Durchanalyse? dieser gut gemischten Haare ergab®: 
465° S (entsprechend 17,43°, Cystin), 14,0° N und 15,71°,, Cystin 
(alles Doppelbestimmungen). Zur Cystinbestimmung  hydrolysierte 
man 348.9 bzw. 327.8 mg Haare mit 20° iger HCl, dampfte die Hydro- 
lysate auf dem Wasserbad vollig ein, fiillte mit Wasser auf 10 cem auf 
und entnahm den dunkelbraunen Hydrolysaten 0.2 cem zur photo- 
inetrischen Cystinbestimmung. Die gefundenen Extinktionskoeffizienten 


' Schoberl u. Rambacher, Klepzigs Textilzeitschr. 42, 369, 1939. * Die 
benutzten analytischen Methoden miissen in unseren friiheren Arbeiten cingeschen 
werden; val. etwa Schéberl u. Rambacher, diese Zeitschr. 306, 269, 1940. — 
* Simtliche Angaben beziehen sich auf die luftfeuchten Eimwaagen. 
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(s = 0,5) betrugen 1,574 und 1,430, was einem Cystingehalt in dey 
Hydrolysaten von 55,55 bzw. 50,75 mg entsprach. Schidigungsgrad 
der Haare = 10°,). 


1. Geschwindigkeit der Auflésung menschlicher Haare in Natronlauy: 


Die Haare wurden in etwa 0,5 em lange Stapel geschnitten. \a; 
wog die Haare (um 300 mg) in eine Serie von Reagensglisern ein, setzte 
die fiinffache Menge an 2,2 n Natronlauge zu und lieB in einem Wasser. 
bad bei 50 bzw. 70°C iiber verschiedene Zeiten reagieren. Der Abbruch 
der Reaktionen erfolgte durch Verdiinnen und Abkiihlen auf Zimmer- 
temperatur. Nach dem Uberspiilen in Zentrifugengliser wurde vo 
den ungelésten Anteilen abzentrifugiert und auf der Zentrifuge zuniichst 
viermal mit Wasser, dann mit 2n Essigsaiure und schlieBlich nochmals 
mit Wasser gewaschen. Die Riickstiénde wurden im Vakuum getrocknet 
und dann gewogen. Die Tabelle I enthalt die Ergebnisse: 


Tabelle I. 





Temperatur Reaktionsdauer Einwaage | Riickstand Riickstand 
0c Min. mg 9 


/o 


13 
R 


iH 
| 
| 


50 1h 186,8 
50 30 306,8 
50 45 388,4 
50 60 354,3 


70 5 363,1 
70 10 367,4 
70 15 470,3 
70 20 406,9 


18 
7 
5, 
2 


9,64 
2,57 
1,82 
0,82 
8326 


. 


mo 
RAS $ 


Wud woORMio 


2. Lsolierung von Keratinabbauprodukten 
nach Auflésung von Haaren in Natronlauge. 


Die Haare lieB man in einem Rundkolben mit der fiinffachen 
Menge 2,2n Natronlauge reagieren, siuerte mit 2n Essigsiiure an und 
zentrifugierte ab. Die Fallung wurde auf der Zentrifuge fiinfmal mit 
Essigsiure und dreimal mit Wasser gewaschen. Die gummiartige 
Keratose war nach dem Trocknen bei 60° recht spréde und lieB sich 
verhaltnismaBig leicht zerkleinern. Bei der Siurehydrolyse der Keratose 
sammelte sich im Kiihler eine nicht unbetrachtliche Menge von ¢lemen- 
tarem Schwefel an. 

a) Versuch bei 50°: 6,0 g menschlicher Haare mit 279 mg S, 944 mg Cystin 


und 840mg N wurden mit 30cem 2,2n NaOH durchfeuchtet und reagierten 


1 Vgl. diese Zeitschr. 306, 269, 1940; Angew. Chem. 54, 313, 1941; Collegium 
1941, 8.177. Die bisher vorzugsweise an Schafwolle gepflogenen Erérterungen 
im Zusammenhang mit dem von uns entwickelten Schwefelbilanzverfahren 
gelten sinngem&B selbstverstandlich auch fiir menschliche und tierische Haare. 
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dann in einem verschlossenen Rundkolben (250 cem) 40 Minuten lang. Die 
Fillung besorgte man mit 50 ccm 2n Essigsdure, wobei sich ein py der Lésung 
von 5,0 einstellte'. Die Ausbeute an Keratose betrug 2,8 g = 46,6° der ein- 
gesetzten Haarmenge. Durchanalyse der Keratose (Feuchtigkeitsgehalt = 9,56°,): 
926,4mg wurden mit 10cem 6n H,SO, hydrolysiert; Gesamthydrolysat 

50 ccm. Gefunden wurde Ek. = 0,535 (fiir 0,5 com Hydrolysat und s = 1 cm) 
entsprechend 40,8 mg Cystin = 4,40°% Cystin = 123 mg Cystin in der Gesamt- 
fillung = 13% des eingesetzten Cystins? = 27,79 des Gesamt-S. 361,2 mg 
(5,80 mg Asche) verbrauchten 8,81 ccm Ba-Acetatlésung (1 ccm = 1,74 mg §) 
= 4,249% S = 119mg S in der Gesamtkeratose, entsprechend 42,6% des ein- 
gesetzten S. 7,065 mg Substanz verbrauchten 6,749 ccm 0,01 n HCl (Mikro- 
Kjeldahl. Bestimmung) = 13,38°, N = 374mg N in der Gesamtkeratose, ent- 
sprechend 44,6% des eingesetzten N. 

Untersuchung der Lésung nach Abtrennung der Keratose (auf 500 ccm 
aufgefiillt): Der Trockenriickstand von 100 ccm dieser Lésung wurde mit etwa 
30 cem 20° iger HC] durchhydrolysiert, das Hydrolysat zur Trockne verdampft 
und mit Wasser auf 10 cem aufgefiillt. Fiir 0,25 cem dieses Hydrolysats ergab 
sich Ek. = 1,196 (s = 0,5), entsprechend 170 mg Cystin in der Gesamtlésung 

18,0% des eingesetzten Cystins. Zur S-Bestimmung veraschte man den 
Riickstand von 200 ccm der Lésung nach Vorbehandlung mit konzentrierter HC] 
nach der Methode von Benedict-Denis*. Gefunden wurden 308,66 mg BaSO, 

106mg S in der Gesamtlésung = 38% des eingesetzten S. 1,6cem der 
Lésung verbrauchten 10,173 cem 0,01 n HC] (Mikro-Kjeldahl) = 445mg N in 
der Gesamtlésung = 53% des eingesetzten N. Wiedergefunden wurden 
insgesamt 80,6% des eingesetzten S, 31,0% des Cystins und 97,6% des N. 

b) Versuch bei 70°: Behandlung von 6,0 g Haaren wie unter a) beschrieben. 

Die Reaktionsdauer betrug hier 15 Minuten. Isoliert wurden hier 2,5 g Keratose 

41,7% der eingesetzten Haarmenge. Da die Durchanalyse von Keratose 
und Fallungslésung in genau gleicher Weise wie unter a) in Parallelbestimmungen 
vorgenommen wurde, verzichten wir hier auf die Angabe von Einzelheiten. Die 
Keratose enthielt nach diesen Bestimmungen 115mg S (4,61%), 118,5 mg 
(4,74%) Cystin und 331 mg (13,269) N, die Lésung 104 mg S, 146 mg Cystin 
und 479 mg N. Insgesamt wiedergefunden wurden daher 78,6 des eingesetzten 
S, 28,0% des,Cystins und 96,5° des N. 

In den folgenden zwei Versuchen suchte man den nach der Auf- 
lésung der Haare in den Gesamtansiitzen in verschiedener Form noch 
vorhandenen S insgesamt direkt zu erfassen. Die Haare wurden in 
einem Porzellantiegel bei 50 bzw. 70° 45 bzw. 15 Minuten lang mit der 
fiinffachen Menge an 2,2 n Natronlauge behandelt. Dann siuerte man 
mit 20° iger HCl an, wobei die H,S-Entwicklung erfolgte. Nach 
Zugabe von noch etwas konzentrierter HCl wurde im Tiegel auf dem 
Wasserbad abgedampft, wobei die Haarsubstanz wasserléslich wurde. 
SchlieBlich wurde mit 20 cem Reagens nach Benedict-Denis verascht. 


! Samtliche py-Messungen in dieser Arbeit wurden mit dem Ultraiono- 
graphen der Firma Lautenschlager, Miinchen, unter Verwendung einer Glas- 
elektrode durchgefiihrt. Die MeBapparatur entstammt Stiftungsmitteln der 
Gesellschaft zur Férderung der Wissenschaften an der Universitat Wirzburg. 

* Vorhandene SH-Gruppen werden im Verlauf der Aufarbeitung oxydiert. 
3 Vgl. Schdberl u. Mitarbeiter, Zeitschr. f. angew. Chem. 50, 334, 1937. 
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Versuch bei 50°; Einwaage 484,4 mg; gef. 123,2 mg BaSO4 = 3,50" 
(Verlust an S = 25°). Versuch bei 70°: Einwaage 492,8 mg: vet 
112,97 mg BaSO,g = 3,15°, S (Verlust an S = 32% )1, 


3. Bestimmung freier Aminogruppen nach der Alkalibehandlung der Haar 


Etwa 300 mg Haare wurden in einem 25-cem-MeBkélbchen it 
1,5 cem 2,2 n NaOH bei 50 bzw. 70° 45 baw. 15 Minuten lang behandelt 
Die abgekiihlte Lésung fiillte man dann auf 25 cem auf und entnahm 
der etwas triiben Fliissigkeit 5 cem zur Bestimmung der N Hy-Gruppen 
nach van Slyke. 
Versuche bei 50°: 309,2 (317,3)mg Haare ergaben 1,42 (1,50) ccm N, 
0,804 (0,849) mg NH,—N = 1,30 (1,34)% NH,—N = 9,3 (9,55)% des Ce. 
samt-N. — Versuch bei 70°: 359,2 (308,4) mg Haare ergaben 2,50 (2,10) cem N, 
1,415 (1,188) mg NH,—N = 1,97 (1,92)% NH,—N = 14,1 (13,7)% des 
Gesam t-N, 


4. Quantitative Untersuchung der Behandlung von Haaren mit Natronlauye. 


Die Untersuchungen wurden in der an anderer Stelle beschriebenen 
Spezialapparatur durchgefiihrt2. Einzelheiten in der Versuchstechnik 
sind ebenfalls dort einzusehen. Als indifferentes Gas diente Wasserstoff, 
der durch alkalische Permanganatlésung gereinigt wurde. Die Kin- 
waagen lagen um 300mg. Die Menge der zugesetzten 2,2n NaOH 
betrug in allen Fallen 1,5 cem. Zum Abstoppen der Reaktion diente 
6n H,SO, oder 20° ige HCl, die dann gleichzeitig zur Hydrolyse de: 
Keratinsubstanzen benutzt wurde. Durch Zugabe von 2 bis 3 Tropfen 
Oktylalkohol zu Beginn der Reaktion vermied man das Schiumen. 
Nach der Hydrolyse lieB man im H,-Strom erkalten, fiillte im Reaktions- 
kélbchen auf 25cem auf und entnahm die entsprechenden Substrat- 
mengen zur photometrischen Bestimmung von Cystein und Cystin 
mittels Phosphorwolframsiure. Die Blindwerte wurden durch Zusatz 
von HgCl, ermittelt. Hierbei trat in allen Fiillen leichte Blaufarbung 
auf’, Die Versuche sind bei guter Ubereinstimmung jeweils mehrfach 
durchgefiihrt worden. Fir die SH-Bestimmung dienten gewoéhnlich 
2cem Hydrolysat, fiir die SH- + SS-Bestimmung reichte die Hiilfte 
davon aus*. H,S und NHg wurden wie iiblich absorbiert und titriert. 
In den filtrierten Hydrolysaten bestimmten wir diesmal auch noch den 
Gesamt-S durch nasse Veraschung von jeweils 15 cem nach Benedict- 
Denis. In der folgenden Zusammenstellung geben wir eine Auswahl 
der durchgefiihrten Bestimmungen wieder (Tabelle II): 


' Bei diesen Ansitzen besteht durch die Anwesenheit von elementarem 5S 
die Méglichkeit, daB zu geringe S-Werte erhalten wurden. 2 Schoberl u. 
Rambacher, Liebigs Ann. 538, 84, 1939. — * Dies ist der Beweis dafiir, daB bei 
der Alkalibehandlung mit anschlieBender Durchhydrolyse neben Cystein noch 
andere reduzierende Verbindungen gebildet werden. — 4 Verdoppelung der 
Farbwerte durch Sulfitzusatz. 
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Tabelle II. 





%, des Gesamt-S, ~ - S-Gehalt des 
Reaktions- Einwaage gefunden als N H,-N Hydrolysates | Vom Ge- 
pedingungen inmg —— , in % des in % des samt-S er- 

H,S8 | Cystein | Cystin Gesamt-N 





Gesamt-S fa@t in %' 


0° und | r ‘ ang ae 
45 Min. | 326,4 15,8 10,1 24,9 ‘ 49,6 50,8 


70° und |). ; ; ? 
Min, |) 3049 181 | 130 160 ‘ 49,6 
1 Hydrolysat-S nicht mit eingerechnet. 


5. Behandlung von Schafwolle mit Natronlauge 
unter den Bedingungen der Haarhydrol yse. 


100 g Schafwolle (Muster Nr. 18, Buenos Aires-Wolle, Feinheit FE. 
fabrikgewaschen)! mit einem S-Gehalt von 3,15°, und einem Cystin- 
gehalt von 951°, (Schidigungsgrad = 19,4°.) wurden mit 500 cem 
22n NaOH bei 50° solange behandelt, bis Lésung eingetreten war. 
Dies war nach 60 Minuten der Fall. Die stark gelb gefiirbte Lésung 
filtrierte man nach dem Verdiinnen mit 300 cem Wasser durch ein 
Glasfilter. 


Das Filtrat wurde unter Kiihlung. mit Eiskochsalzmischung mit 
1) cem Eisessig gefiillt. Die H,S-Entwicklung beobachtete man etwa 
beim Neutralpunkt. Die Lésung besaB schlieBlich ein py von 3,3. Sie 
blieb 2 Tage im Eisschrank stehen. 


Die gefiillte Keratose, die sich teilweise abgesetzt hatte, wurde 
abfiltriert, auf dem Filter dreimal mit 2 n Essigsdure, einmal mit Wasser 
und einmal mit Methanol gewaschen und auf einem Tonteller an der 
Luft getrocknet. Nach lingerem Trocknen im Vakuumexsikkator tiber 
konzentrierter H,SO, und nach Zerkleinerung in der Reibschale erhielten 
wir 45,6 g eines feinen Pulvers (Feuchtigkeitsgehalt 6,85°,).  S-Be- 
stimmung: 285,73 (248,87) mg (aschefreie Einwaagen) verbrauchten 
4,35 (3,72) cem Ba-Acetatlésung = 7,56 (6,465) mg S = 2,65 (2,60)°, S 
(Mittelwert 2,63°, S). Cystinbestimmung: vier Bestimmungen in 
salzsauren Hydrolysaten, die stark braun gefiirbt waren (reichliche 
Huminsubstanzbildung bei der Hydrolyse). ergaben folgende Werte: 
3.64, 2.97, 4,22, 3,25°, Cystin (Mittelwert 3.70°, Cystin). S-Bilanz: 
Dem S-Gehalt der Keratose von 2,63°. wiirde ein Cystingehalt von 
986°. entsprechen. In der Keratose lagen mithin nur noch 37.5", 


des S in Form von Cystin vor. 


' Die Wolle stiftete die Firma Schachenmayr, Maa: 
Angaben dieser Firma wurde die Wasche schonend nach dem 
bei pi 8.2 und 50° durchgefiihrt. Wir danken auch hier best 
stiitzung. 


} 
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50 cem der Mutterlauge von der Keratosefiallung (Gesamtvolumen 
1600 ccm) engte man zunichst mit 10 cem konzentrierter HCI auf den 
Wasserbad ein und veraschte mit 10 ccm des Reagens von Benedict. 
Denis. Gefunden wurden 286,7 (279,1) mg BaSO,, entsprechend 39 4 
(38,3) mg S. Die Gesamtlésung enthielt daher 1,24 g S. 


42g der Keratose wurden mit 250 ccm konzentrierter HCl im Olbad 
bei 125 bis 135° durchhydrolysiert. Nach dem Verdiinnen auf das § 
Doppelte filtrierte man von den Huminsubstanzen, die sich reichlich 
bildeten, ab. Dieser Riickstand enthielt im Mittel 26,4°% S (drei Ver. 
brennungen) und 1,45% N. Das braune Hydrolysat wurde mit je 5, 
Carboraffin zweimal 20 Stunden geschiittelt, bis es fast entfirbt war. 
Dann wurde im Vakuum eingedampft und der zihe, braungelbe Riick. 
stand in 150 cem Alkohol gelést. Nach erneutem Eindampfen. ldste 
man schlieBlich in 500 cem Alkohol und fallte durch langsame Zugabe 
von 35cem Pyridin. Die etwas schmierige Fillung verfestigte sich 
durch Stehen im Eisschrank iiber Nacht. Sie wurde abgesaugt, mit 
Alkohol gewaschen und sofort im Exsikkator getrocknet. Dieses 
Material léste man in insgesamt 50 ccm heiBem Wasser, filtrierte und 
lie8 2 Tage im Eisschrank kristallisieren. Es wurden so 226 mg eines 
weiBen Pulvers isoliert (= Kristallisation I). Die Substanz lieB sich 
aus salzsaurer Lésung durch Zugabe von Na-Acetatlésung ausfiillen. 
Die Probe auf Cystin mit Nitroprussidnatrium war stark positiv. 

Analyse von Kristallisation I: 40,64 mg Substanz verbrauchten 5,71] ccm 
Ba-Acetatlésung = 9,92 mg S = 24,42% S (Cystin enthalt 26,70% 8S). — Zur 
Cystinbestimmung wurden 15,06 mg im 10-cem-MeBkélbchen in etwas Wasser 
aufgeschlammt und durch Zugabe einiger Tropfen 2n H,SO, gelést. Von der 
auf 10 ccm aufgefiillten Lésung dienten 0,5cem zum Farbansatz. Ek. war 
= 0,902, entsprechend 13,1 mg Cystin in der Gesamtlésung. Der Cystingehalt 
der Einwaage betrug somit 87,0%. 


Durch jeweiliges weiteres Einengen der Mutterlaugen wurden noch 
zwei weitere Kristallisationen I] und II] abgetrennt, und zwar von 
Kristallisation I] 286 mg, von Kristallisation I1]1 276mg. Mit beiden 
Substanzen war der Cystintest stark positiv. Die Durchanalyse von 
Kristallisation II ergab 22,39°% S und 52,5°, Cystin, von Kristalli- 
sation III 16,4% S und 36,0% Cystin. Aus diesen Zahlen errechnet 
sich, daB nur mehr 62,5 bzw. 58,6 % des Gesamt-S als Cystin vorlagen. 


210mg von Kristallisation IT wurden in 3cem Wasser aufge- 
schlimmt und mit etwas UberschuB an konzentriertem N Hg in Lésung 
gebracht. Zu dieser nochmals filtrierten Lésung setzte man 150 mg 
Kaliumeyanid und lieB 11/. Stunden bei Zimmertemperatur stehen. 
Dann wurde mit 50°,iger Essigsiiure angesiuert. Nach zweitiigigen 
Stehen im Eisschrank entstand eine Fillung, die man absaugte und 
tiichtig mit Wasser und Methanol wusch. Die Ausbeute betrug rund 
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j0mg. Die Substanz erwies sich als gut kristallisiert und es waren 
Kristallformen zu beobachten, wie sie Horn, Jones und Ringel! fiir 
(.]-Lanthionin beschrieben. 
35,38 mg Substanz verbrauchten 3,19 ccm Ba-Acetatlésung = 5,544 mg S. 
C,H,,0,N,S (208.2). Ber.: S 15,40. Gef.: S 15,67. 
175 mg von Kristallisation Il] ergaben bei genau gleicher Behand- 


6 


lung keine Kristallisation von Lanthionin®? 


6. Prdparative Darstellung von Keratosepraparaten 
nach Alkalibehandlung von Haaren. 


a) 600 g Frauenhaare [Gesamt-S-Gehalt = 5,29°, (Mittelwert au 
drei Bestimmungen), Cystingehalt = 16,85°, (Mittelwert aus fiinf Be- 
stimmungen), Fettgehalt = 1,5°,]3 wurden mit 3000 g 2,2n Natron- 
lauge 1 Stunde lang bei 50° behandelt, wobei eine dunkelbraune, noch 
etwas triibe Lésung anfiel. Die Reaktionszeit von 1 Stunde reichte 
gerade zur Zerst6rung der Haarstruktur aus. Nunmehr versetzte man 
uniter Kithlung langsam mit 50 °iger Essigsiiure, bis ein py um 8 erreicht 
war. Die Temperatur hielt man dabei auf etwa 10°. Die feine, braun- 
schwarze Fallung wurde in einer Cepa-Schnellzentrifuge abgetrennt4 
und die Lésung mit 50° .iger Essigsiiure bis py = 4,85 weiter gefiallt. 
Die hellbraune Fillung lieB man iiber Nacht absitzen, trennte sie ab 
wid wuseh sie dreimal mit 2n Essigsiiure, zweimal mit Wasser und 
zuletzt mit Methanol. Die Keratose lie8 man schlieBlich an der Luft 
auf einem Tonteller trocknen. Auch die Melanine wurden in gleicher 
Weise getrocknet. Beide Fiillungen wurden dabei ziemlich spréde und 
lieBen sich dann zu feinen Pulvern vermahlen. Erhalten wurden 226 g 
einer hellbraunen Keratose mit einem Feuchtigkeitsgehalt von 13,7 °,,. 
Die Menge der braunschwarzen Melanine betrug 42 g (Feuchtigkeits- 
gehalt == 9,76°)5. 

Analyse der Keratose: Gesamt-S: 180,85 mg® enthielten 8,75mg S 

484% S. Cystingehalt’: 494,35 mg enthielten 32,15 mg Cystin (Ek. fiir 
2cem Hydrolysat = 0,409) = 650% Cystin, entsprechend 1,74% Cystin-S 


1 J. of biol. Chem. 144, 93, 1942. — ? Vermutlich hatte hier die Lésung 
starker eingeengt werden miissen. d,1-Lanthionin ist léslicher als meso-Lan- 
thionin. — * Die Haare wurden unter Verwendung von Gardinol griindlich ge- 
waschen. Das Gardinol iiberlie8 dankenswerterweise die Firma Bohme Fett- 
chemie G.m. b. H. in Chemnitz, 4 ZweckmaBigerweise wird vor dem 
Abschleudern der frei gewordene H,S im Vakuum vertrieben. — * Da die 
Melaninfallung nicht gewaschen werden konnte, war ihr Aschegehalt mit 
16,0% sehr hoch. — ® In diesem Abschnitt werden alle Werte auf die trockene 
und aschefreie Einwaage bezogen. — 7 HCl-Hydrolyse: Volumen des Hydro 
lysats = 100cem. Die Sullivan-Hydrolyse unter Zusatz von TiCl,, die wir 
hier mehrfach wegen der dunklen Hydrolysate anzuwenden versuchten, ergab 
zu geringe Cystinwerte. (Sullivan u. Hess, J. of biol. Chem. 117, 423, 1937.) 
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36% des Gesamt-S. HJ-Behandlung, durchgefiihrt in der Buernstein. 
Apparatur!: 213,1 (185,8) mg Substanz verbrauchten 3,15 (2,76) cem 0,1 1 Jod 
lésung = 5,04 (4,42) mg S = 2,36 (2,38)% S = 48,8 (49,2)% des Gesamt-s 
Die erschépfende Extraktion der vorher scharf getrockneten Keratose (22x , 
mit trockenem Schwefelkohlenstoff lieferte einen braunen, schmierigen Riick 
stand (300 mg), in den erhebliche Mengen von elementarem Schwefel einge layer; 
waren. 

Analyse der Melanine: Gesamt-S: 171,15 mg enthielten 8,9 mg S = 5,20°, s 
Cystingehalt: 356,5 mg enthielten 25,5 mg Cystin (Ek. fiir 1 cem Hydrolysa; 
= 0,315) = 7,15% Cystin = 1,91% Cystin S = 36,7% des Gesamt-S*. H) 
Behandlung: 188,5mg Substanz verbrauchten 4,46ccm 0,1 n Jodlisuny 

7,l4mg S = 3,78% S = 72,7% des Gesamt-S*. 12,20g der trockene 
Substanz ergaben nach Extraktion mit Schwefelkohlenstoff 718 mg eine: 
braunen, zihen Masse, in die helle, strahlige Kristalle eingebettet waren. kin, 
S-Bestimmung ergab 20,3%, S. Die braune Masse liste sich in Ather. Unte: 
den hellen Kristallen befanden sich ein paar kristallisierte Schwefeltropfen. 


b) Fadllung unter LuftausschluB. 100g Frauenhaare wurden wie 
oben unter a) beschrieben mit 500g luftfreier Natronlauge in einen 
N,-Strom behandelt. Dann fallte man bei 2° im Ng-Strom und unte: 
Riihren mit 300 cem ausgekochter, 50°,iger Essigsiure und vertriet 
den H,S im Wasserbad bei 50 bis 60° unter fortwahrendem Durch. 
spiilen von Ny. Der Niederschlag ballte sich hierbei gut zusammen 
wurde sofort abfiltriert und wie oben angegeben gewaschen und ge. 
trocknet. 

Analyse der Keratose: 165,0 mg enthielten 7,71 mg S = 4,679 S. Cystin 
gehalt: 412,75 mg enthielten 27,6 mg Cystin (Ek. fiir 1 cem Hydrolysat = 0,342 
= 6,69% Cystin = 1,79% Cystin-S = 38,2% des Gesamt-S. HJ-Behandlung 
206,8 mg Substanz verbrauchten 3,94 ccm 0,1 n Jodlésung = 6,3 mg S = 3,04° 
S = 65,1% des Gesamt-S. 


! Vgl. Schdberl, diese Zeitschr. 313, 214, 1942. Reaktionsdauer = 5 Stunde: 
DaB elementarer Schwefel in dieser Weise gut quantitativ bestimmt werden 
kann, wurde von uns mehrfach durch Modellversuche mit reimem Schweft 
iiberpriift. Die Methode diirfte auch bei anderen Fragestellungen brauchbar sei! 
— * Der hohe Cystingehalt ist hier auf bei det Fallung mitgerissene oder mit 
gefallte Keratinabbauprodukte zuriickzufiihren. — * Die nicht ganz stimment 
S-Bilanz diirfte auf die Uneinheitlichkeit des Materials zuriickzufiihren seu 
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Gravimetrische Fibrinogenbestimmung im Blute’. 
Von 
Ladislaus von Szeesenyi-Nagy. 
Aus der inneren Abteilung des Komitatsspitals von Csongréd in Szentes.) 
(Eingegangen am 29, Februar 1944.) 


Die gravimetrischen Methoden halt man fiir die verlaBlichsten 
Verfahren zur EiweiBbestimmung im Blutplasma. Hauptbedingungen 
sind eine vollstandige Ausfallung der EiweiBfraktion sowie Beseitigung 
der Fremdstoffe (des zur Ausfallung gebrauchten Salzes, der Farbstoffe 
des Plasmas, der verschiedenen Lipoide, und nicht zuletzt der ver- 
schiedenen Zellen) aus dem Niederschlag. 

Nach der Gewinnung des Plasmas ware anscheinend die Fibrinogen- 
bestimmung die einfachste Aufgabe. Das so erhaltene Fibrin mu8 
man nach Auswaschen und Trocknen abwagen (W. Strahlinger und 
K. Hartl). 

Sehen wir nun, welche Fehler dieser einfache Weg haben kénnte. 
Die Gewinnung eines vollkommen zellfreien Nativplasmas ist eine 
sehr schwere Aufgabe. Zwischen der Blutentnahme und dem Zentri- 
fugieren beginnt langsam die Gerinnung und darum sind die Zell- 
elemente nicht ganz zu entfernen. Das genaue Abmessen des Blut- 
plasmas st6Bt auf Schwierigkeiten. Nach einstiindigem Zentrifugieren, 
3000 Umdrehungen /Min., kann das Nativplasma leicht in der Pipette 
koagulieren. Bei langsam koagulierendem Nativplasma kann die 
Fibrinolyse Verluste verursachen, im Falle einer pathologischen Blut- 
gerinnung gerinnt das ganze Fibrinogen des Plasmas nur langsam, oder 
eventuell iiberhaupt nicht. So fiihrt also in solchen Fallen dieser ein- 
fache Weg nicht zum Ziele. 

Auf Grund dieser Fehlerquellen versuchten wir einen anderen Weg 
mit Hilfe einer Methode von Laki2. Das Wesentliche ist dabei, da das 
ganze Fibrinogen mit gereinigter Thrombinlésung aus einem, auf den 
isoelektrischen Punkt des Fibrins gebrachten Heparin- oder Oxalat-, 
eventuell Citratplasma rasch gefiillt wird. Das nétige Thrombin wird 
bald im Handel zu haben sein. 


Methode, 


Man entnimmt 10 cem Blut aus einer Vene. Zur Verhinderung der 
Blutgerinnung gibt man 0,01 cem Heparinlésung dazu und zentrifugiert 


1 Literatur ist bei H. Bennhold EF. Kylin, St. Rusznydk zu finden. (Die 
EiweiBkérper des Blutplasmas. Dresden-Leipzig, Th. Steinkopf.) — * K. Laki, 
Studies from the Inst. Med. Chem. Szeged 2, 27, 1942. 
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dann | Stunde lang mit einer Tourenzah] von 3000 Umdrehungen \\), 

um die Blttzellen vollkommen zu sedimentieren. Nach dem Zeyt); 
fugieren pipettiert man 1 cem in ein kurzes Zentrifugenglas, setzt |e) 
destilliertes Wasser und 0,2 cem m/5 Kaliumhydrophosphatlésung 7; 
um den zur Ausfillung geeignetsten py-Wert zu schaffen. Dann «i}); 
man 0,leem Thrombinlésung dazu und vermischt rasch. 2 Minute 
nach dem Thrombinzusatz gerinnt das ganze Plasma. In diesen, Z\). 
stunde belassen wir es noch 15 Minuten, damit sich das ganze Fibrinovey 
vollkommen umgestalte. Das Gerinnsel wird vorsichtig mit einem kleine) 
Spatel von der Wand des Rohres abgelést und das Serum vollkonmmien 
ausgepreBt. Nach weiteren 10 Minuten, sobald sich. kein Fibrin 
mehr ausscheidet, saugt man das Serum ab und wischt das zuriick- 
gebliebene Fibrin zweimal mit 2 cem physiologischer Kochsalzlisung. 
dann zweimal mit 2 cem destilliertem Wasser aus. Mai liBt es mit neuen 
destilliertem Wasser 10 Minuten lang stehen und wiischt wieder. Wen) 
der Niederschlag stark gelb ist — im Falle von Ikterus — ]i8t man noch 
eine Zeit unter wiederholtem Auswaschen mit destilliertem Wasse: 
stehen, bis der Niederschlag farblos wird. So wird es in jedem Falle 
gelingen, das Bilirubin zu entfernen. Nach dem Auswaschen mit 
destilliertem) Wasser wiischt man das Fibrin mit warmem Alkohol- 
Ather (3:1) von 60°C, nachher mit heiBem Ather, um es von de: 
Lipoiden zu reinigen. Den ausgewaschenen Niederschlag trocknet mai 
bei 110°C, bis zur Gewichtskonstanz, ungefiihr 3 Stunden lang. Nach 
dem Trockien wird er in dem Zentrifugenrohr abgewogen. Es ist zweck- 
maBig, mit numerierten Réhrehen zu arbeiten und mindestens drei 
Parallelproben durchzufiihren. 


Beispiele fiir unsere Parallelbestimmungen: 





Name | Gewicht in gm% 


H. E. || Gastritis hyperacida i | 0,50 
Cs. F. | Arteriosclerosis, Hypertonia.... || 0,510 
en ae ane ee 0,58 
P.S. | Polyarthritis rheumatica 0.48 
Icterus hepatocellularis | 0,41 
Icterus hepatocellularis........ 0,38 
0,36 
Erforderliche Lésungen: 
. KHPO,-Lésung, 10 %ig. 
2. Heparinlésung: 50 mg Heparin in Il cem (Vitrum, Stockholm). 
$. ThrombinJésung- 200mg Thrombin in 10 ccm destilliertem Wasser 
gelést (halt sich im Eiskasten 2 Wochen lang) Img = 2,5 1. Dies: 
Menge ]aBt 2,5 ccm Bfut in 1 Minute gerinnen. Das Reagens wird bald 
auch in konservierter Lésung zu haben sein. 
4. Na€]-Lésung, 0,9 %ig. 
. Alkohol-Ather (3: 1). 
. Ather. 
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Uber die Vertriglichkeit von synthetischem Fett 
aus Fettsiuren mit 6 bis 12 C-Atomen. 
Il. Mitteilung: 


Die Ausnutzung des synthetischen Fettes und seine Umsetzung 
im intermediaren Stoffwechsel. 
Von 
H. Kraut, A. Weischer und R. Hiigel. 

(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie in Dortmund und 
aus dem Forschungslaboratorium des Treibstoffwerkes RheinpreuBen in 
Moers-Meerbeck.) 

(Eingegangen am 15. Februar 1944.) 

Mit 1 Abbildung im Text. 


Synthetische Triglyceride aus Fettsduren mit 6 bis 12 C-Atomen 
Kettenlange werden nach den Feststellungen unserer ersten Unter- 
suchung! von Pankreaslipase bei Anwendung aquimolekularer Mengen 
mit gréBerer Geschwindigkeit gespalten als die gebrauchlichen Nahrungs- 
fette. In bezug auf Aktivierung und Hemmung verhalten sie sich sehr 
ihnlich wie diese. Fiir die Geschwindigkeit der Verdauung im KG6rper 
ist aber nicht die Spaltung der aquivalenten Gewichtsmengen, sondern 
die der absoluten Mengen maBgebend. Das verwendete synthetische 
Fett wird daher wegen seiner geringeren MolekulargréBe pro Gewichts- 
einheit noch erheblich schneller gespalten als die gebrauchlichen 
Nahrungsfette, nimlich 6- bis 7mal so rasch. Demnach handelt es sich . 
bei dem synthetischen Fett, dessen Fettsiurekomponenten von der 
Capronsiure bis zur Laurinsiure reichen, um ein besonders leicht 
verdauliches Fett. 

Die Resorption der Fettsiuren ist bekanntlich ein komplizierter 
Vorgang, bei dem die Veresterung mit Cholesterin eine wichtige Rolle 
spielt. Es war daher trotz der anzunehmenden raschen Spaltung im 
Verdauungstrakt nicht von vornherein sicher, daB auch die Resorption 
der niedermolekularen Fettsiuren und ihre Verwendung im inter- 
mediaren Stoffwechsel der der natiirlich vorkommenden Fettséuren 
entsprechen muB. Wir verglichen die Resorption des synthetischen 
Fettes an Ratten und Hunden mit der eines pflanzlichen Oles (Sojadl). 
AuBerdem bestimmten wir an Ratten den Respiratorischen Quotienten 
(R. Q.) nach einer Nahrung, die reich an der einen bzw. anderen Fett- 


1 H. Kraut, A. Weischer u. R. Hiigel, diese Zeitschr. 316, 96, 1943. 
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sorte war. Wiirden die synthetischen Fettsiiuren nicht oder erhe)ljc}; 
langsamer verbrannt als die Fettsiuren der natiirlichen Fette 
miiBte sich dies durch einen Unterschied im R.Q. offenbaren. 


A. Resorptionsversuche an Ratten, 


Die Ratten erhielten eine konstante Kost, die aus 50 g Kartoffellyre; 
5g rohem Fleisch und 10 g rohem Gemiise (Salat und Méhren) bestan< 
Hierzu wurden tiglich mit der Pipette 3g Fett gegeben, und za, 
entweder Sojaél oder das synthetische Fett aus den gemischten nieder. 
molekularen Fettséuren. 


Nachdem sich in unserer 1. Abhandlung kein wesentlicher Unter. 
schied in der Spaltbarkeit der Fette mit geradzahliger oder ungerad. 
zahliger C-Atomzahl der Fettsduren gezeigt hatte, verzichteten wi: 
darauf, fiir die Resorptionsversuche Triglyceride mit nur einer dieser 
Fettsiurekomponenten zu verwenden. 


Zur Bestimmung der Ausnutzung wurden die Ratten 5 Tage lang 
in Einzelhaft gehalten, der Kot gesammelt und bei 85° bis zur Gewichts. 
konstanz getrocknet. Der trockene Kot wurde fein zermérsert und eine 
gewogene mdglichst groBe Probe im Soxleth-Apparat 24 Stunden mit 
Ather extrahiert. Die Nahrung wurde von den Ratten stets vollstindig 
gefressen. Die Tabelle I gibt die Ergebnisse wieder. Sie zeigt, da® die 
Ausnutzung des synthetischen Fettes sogar eher noch etwas giinstige: 
als die des pflanzlichen Fettes ist. 








Tabelle I. Ausnutzung des Fettes durch Ratten. 


Fiitterung mit Sojaél Fiitterung mit synthetischem Fett 





: y. 4 | : t) 8 ning 
— Wi... Ae sae | “yy Ratte i... pga = ag 
'. "Fett ing | Fett ing | Futterfettes Tr. "Fett ing Fett ing  Futterfettes 

15 | 0,35 97,2 15 0,14 99,0 

15 | 0,81 97,0 tab] 15 0,17 98,8 

15 | 0,23 98,2 15 0,16 98,9 

15 | 0,27 97,8 || | 16 0,28 97,8 

15 0,36 97,4 15 | 0,19 98,1 

0,41 97,0 15 0,28 97,9 

0,39 96,8 | 15 0,34 97,9 

0,36 97,4 | | 15 0,18 98,5 

0,25 98,1 15 0,29 97,2 

0,29 97,8 15 0,14 98,8 

0,26 97,9 | 9a | 15 0,11 99,0 

19b 6,32 | 97,6 15 0,16 98,9 

Durchechnitt: | 0,32 | 97,6 | | ~ | a 

15 0,13 98,7 

15 0,18 98,7 

15 0,26 98,2 

Durchschnitt: 0,19 98,5 
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B. Resorptionsversuche an Hunden. 


Um keine Stérungen im Wachstum der Hunde durch einseitigen 

Mangel an fettléslichen Vitaminen zu erhalten, gaben wir den Hunden 

neben 25g des zu priifenden Fettes tiiglich 4g Lebertran und lig 

Nierenfett. Vom gesamten aufgenommenen Fett war das synthetische 

elbrei bzw. das zur Kontrolle gegebene pflanzliche Fett nur etwas mehr als 
ein Viertel. 

4Wal Tabelle II. Ausnutzungsversuche an Hunden. 
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B. Fiitterung mit So 
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A. Fiitterung mit synthetischem Fett. 
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95,7 
98,8 


97,2 
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96,9 
98,2 
96,8 
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97,4 


98,5 
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97,1 


98,6 
96,0 
98,4 
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97,5 


98,2 
96,9 
96,3 


964 


97,0 


halten waren, setzte sich folgendermafen zusammen : 


240 g Graupen, 400 g Fle 
15 g Nierenfett, 25 g pflanzliches b 


4g Lebertran. 


92.7 
91,4 
96,7 
94,0 


93,7 


85,0 
93,4 
92,0 
93,0 
90,9 


94,1 
90,4 
90,0 
90,8 


91,3 


95,4 
92,4 
96,4 
92,0 
94,1 


94,0 
92,0 
95,4 
92,7 


93,5 


isch, davon 350 g gekocht, 50 g roh, 50 g Knochen, 
zw. synthetisches 01, 400 cem Vollmilch und 
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Um die Ausnutzung des synthetischen Fettes mit der des Sojails 
zu vergleichen, wurden 5 Hunde (Castor und Rolf mit Soja6l, Ciisar. 
Prinz und Roland mit synthetischem Fett) des 6fteren je 2 Tage in 
Einzelhaft gehalten und der Kot gesammelt. 

Der Kot wurde bei 85° bis zur Gewichtskonstanz getrockret 
gemahlen und zu feinem Pulver zermoérsert. Von dem Kotpulver wurden 
je 15g im Soxleth-Apparat 24 Stunden mit Ather extrahiert, de: 
Ather verdampft und der Riickstand gewogen. Die Tabelle II zeigt, 
daB beziiglich der Fettausnutzung kein wesentlicher Unterschied 
zwischen den beiden Fettarten bestehen kann. Beide Ausnutzungen 
sind im normalen: Bereich. 

AuBer der Fettbestimmung wurden im Trockenkot noch Stickstoff. 
bestimmungen nach Kjeldah! ausgefiihrt. Die Ausnutzung des Eiweibes 
ist bei den mit Soja6l gefiitterten Hunden durchschnittlich etwas besser. 


Es fanden sich noch 6,2°, des aufgenommenen Stickstoffs im Kot 
gegeniiber 8,0°%, bei der anderen Fiitterungsart. Aber beide Werte 


liegen durchaus in den Grenzen der normalen EiweiBausnutzung. 


(. Bestimmung der Fettverbrennung an Ratten. 


Zur Bestimmung der Fettverbrennung wurde der Respiratorische 
Quotient (R.Q.) in zwei Versuchsreihen ermittelt (s. Tabelle IIT). In 
der Reihe A erhielten die Ratten am Tag vor dem Versuch das letzte 
Futter, das sie meist erst wihrend der Nacht auffraBen. In der Reihe B 
erhielten sie wihrend der Bestimmung selbst die Tagesration, von der 
sie aber trotz Verdunkelung der Versuchskammer wihrend des 7 stiindigen 
Versuchs nur ungefihr ein Viertel aufnahmen. 

Die verwendete Apparatur (nach Rubner) ist in Abb. | dargestellt. 

































































Abb. 1. Apparatur zur R. Q.-Bestimmung an Ratten. 
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Tabelle LIT. Respirationsversuche an Ratten. 


Die zu den Versuchen verwendeten Ratten waren jeweils mit der betreffenden 
Fettart schon mehrere Wochen gefiittert worden. 





Gebildete Verbrauchter 


Art des Futterfetts C0, in cem 0, in cem 


R. Q. 


A. 24 Stunden vor dem Versuch gefiittert. 
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1700 2190 
1735 2289 
B. Wahrend des Versuchs gefiittert. 
2330 2730 0,85 
1600 1910 0,84 
1670 1860 0,90 


1867 2167 0,86 
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2090 2230 0,94 
1610 1780 0,92 
1820 2140 0,85 
1820 2270 0,80 
2120 2220 0,96 


Durchschnitt: 1792 2180 0,89 


Die Ratte befindet sich in der Respirationskammer A. Durch eine Umlauf- 
pumpe B wird in dem geschlossenen System ein Luftstrom erzeugt., Die von 
der Ratte verbrauchte Sauerstoffmenge wird ersetzt durch in Apparatur C 
elektrolytisch gebildeten Sauerstoff. Nachdem der Luftstrom die Kammer 4 
passiert hat, gelangt er in drei Trockentiirme, darauf in zwei Natronkalktiirme, 
die die von der Ratte ausgeatmete Kohlensiuremenge binden. Das von den 
Natronkalktiirmen abgegebene Wasser wird durch drei weitere Trockentiirme 
gebunden. Zwischen Elektrolyseapparat C und Stromquelle (110 Volt) wurde 
eine weitere elektrolytische Zelle D geschaltet, in welcher ein Kupferstab als 
Anode, und eine Kupferglocke als Kathode in 30° ,ige Kupfersulfatlésung ein- 
tauchten. Die Regulierung der Sauerstoffentwicklung erfolgte durch cin Relais, 
das mit den beiden Platinelektroden, die sich in der mittleren Réhre der Elektro- 
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lysezelle C befanden, verbunden war. Das Relais war so geschaltet, daf der 
Verbrauch an Sauerstoff automatisch durch das Einsetzen der Elektrolyse 
erginzt wurde. Die verbrauchte Sauerstoffmenge wurde aus der Gewichts. 
zunahme der Kupferglocke in Zelle D berechnet. 

Um festzustellen, ob die Apparatur nach auBen hin vollkommen ab. 
geschlossen war, wurden etliche Blindversuche angestellt. Die dabei gemesseney 
Gewichtszunahmen der Trockentiirme, der Natronkalktiirme und der Kupfer. 
glocke waren so minimal, daB sie bei den eigentlichen Versuchen vernachlissigt 
werden konnten. Jeder Versuch lief 7 Stunden. 

In der Versuchsreihe A war zwischen Sojaél und synthetischem 
Fett kein bewertbarer Unterschied. In beiden Fiillen entsprach der 
R.Q. von 0,76 bzw. 0,77 dem bei einer fettreichen Nahrung zu er. 
wartenden. (Bei reiner Fettverbrennung ist der R.Q. = 0,71.) Das 
synthetische Fett spielt also im intermediiren Stoffwechsel, soweit 
der Respirationsversuch hieriiber Auskunft gibt, dieselbe Rolle wie das 
natiirliche Fett. 

In der Versuchsreihe B war der R. Q. héher, bei der Fiitterung des 
synthetischen Fettes 0,89, bei der von Sojaél 0,86. Dies wird auf die 
verinderte Art der Fiitterung zuriickzufiihren sein. Wenn die Tiere 
die reichlich Kohlehydrate enthaltende Kost wahrend des Respirations- 
versuchs zu sich nehmen, wird die rascher einsetzende Kohlenhydrat- 
verbrennung mehr im Vordergrund stehén, als wenn die Fiitterung 
schon langer zuriickliegt. 


Zusammenfassung. 


1. Versuche an Ratten und Hunden zeigten, daB die Resorption 
von synthetischem Fett mit Fettsiuren von 6 bis 12 C-Atomen Ketten- 
linge denselben Umfang besitzt wie die von Sojadl. 

2. In Respirationsversuchen an Ratten entsprach der R.Q. bei 
Fiitterung des synthetischen Fettes dem einer fettreichen Kost (0,76) 
und war ebenso hoch wie der in Vergleichsversuchen mit pflanzlichem 
Fett ermittelte R. Q. 
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Isolierung von Girungsfermenten 
aus menschlichen Muskeln. 


Von — 
Fritz Kubowitz und Paul Ott. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 6. Marz 1944.) 
Mit 3 Abbildungen im .Text. 


Im Hinblick auf Ergebnisse einer friiheren Arbeit! aus diesem 
Institut erscheint es wiinschenswert, Girungsfermentproteine aus 
menschlichen Muskeln darzustellen. In vorliegender Arbeit, die auf 
Anregung von Herrn Otto Warburg ausgefiihrt wurde, wird berichtet 





Abb. 1. Fermentproteinkristalle des phosphatiibertragenden Girungsfermentes aus menschlichen 
Muskeln. VergréBerung 480fach. 


iiber die Isolierung und Kristallisation (Abb. 1) eines phosphatiiber- 


tragenden Girungsfermentes, das die Reaktion bewirkt: 


Phosphobrenztraubensiure + Adenosindiphosphorsaure 
= Brenztraubensiure -+- Adenosintriphosphorsiure 

und iiber die Isolierung des reduzierenden Girungsfermentes, das die 
Reaktion : 

Brenztraubensiure + Dihydro-Pyridinnucleotid = Milchsiure 

Pysidinnucleotid 

bewirkt. 

1 Diese Zeitschr. 314, 94, 1943; Isolierung von Garungsfermenten aus 
Rattenmuskeln und Ratten-(Jensen)Sarcom. 
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Beide Fermentproteine wurden aus menschlichen Oberschet |e. 
muskeln isoliert. 

Das notwendige Ausgangsmaterial erhielten wir vom Pathologischy 
Institut und der Chirurgischen Klinik des Stadt, Oskar-Ziethen-Krankenhauses, 
Berlin-Lichtenberg, und von der Anatomie der Universitat Berlin. Den Direktorey, 
Herrn Prof. Fahrig t und Herrn Doz. v. Térne, Herrn Prof. Botticher und Hern 
Prof. Stieve sprechen wir hiermit fiir diese wesentlichen Férderungen unsere 
Arbeit unseren Dank aus. 


I, Teste. 
Die Teste fiir beide Fermente sind optische Teste. 
Der Test fiir das reduzierende Girungsferment ist in einer friiherey 
Arbeit beschrieben !. Die Zusammensetzung der hier verwendeten Test. 


lésung entspricht der dort angegebenen bei pu 7,4; die Ausfiihrung des 
Testes ist ebenfalls die gleiche. 


Die Testiésung fiir das phosphatiibertragende Girungsferment: 
enthalt neben dem = Substrat .,Phosphobrenztraubensiure™ noch 
Adenosindiphosphorsiure, Magnesiumionen?, Dihydro-Pyridinnucleotid 
und eine gréBere Menge reduzierendes Girungsferment. 


Setzt man zu dieser Mischung das Protein des phosphatiiber- 
tragenden Fermentes, so erfolgen die Reaktionen: 


1. Phosphobrenztraubensaure + Adenosindiphosphorsiure 
= Brenztraubensiure + Adenosintriphosphorsiure 


und anschlieBend: 


2. Brenztraubensiure + Dihydro-Pyridinnucleotid 

== Milchsiure + Pyridinnucleotid, 
die unter den Bedingungen des Testes vollstandig von links nach rechts 
verlaufen. Durch die groBe Menge reduzierenden Ferments verliuft 
die zweite Reaktion schnell gegen die erste; damit wird die erste ge- 
schwindigkeitsbestimmend. 


Genau wie beim Test des reduzierenden Girungsfermentes ver- 
schwindet mit der Umwandlung von hydriertem Pyridinnucleotid in 
Pyridinnucleotid Lichtabsorption bei 4334 my und, so wie dort, ist 
die Abnahme dieser Lichtabsorption pro Minute das Ma8 fiir den 
Fermentgehalt der zu priifenden Lésungen. 


' Diese Zeitschr. 314, 96, 1943. — * Ausgearbeitet von EF. Negelein bei 
der Isolierung des phosphatiibertragenden Garungsfermentes aus Rattenmuske|n 
(bisher unver6ffentlicht). — * Siehe die vorhergehende FuBnote 2, dabei fand 


E. Negeleia, daB das Ferment ein Metallproteid ist, dessen wirksames Metal! 
wahrscheinlich Magnesium ist. 
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Zusammensetzung 
der Testlésung fiir das phosphatiibertragende Garungsferment. 


),125cem m/2 Na—K-Phosphatpufferlésung (sec: prim = 1: 1). 


0.035 ,, m/10 Ammoniaklésung. 


0,050 ,, einer Phosphobrenztraubenséurelésung = 2-10-* Mole Phospho- 


brenztraubensaure. 


0,050 ,, einer 10% igen Glykokollésung. 
0,100 ,, eimer Lésung von Adenosindiphosphorsiure = 4,25- 10-7 Mole 


Adenosindiphosphorsaure. 


0,010 ,, einer gesattigten Ammoniumsulfatlésung. 
0,060 ,, einer Dihydro-Pyridinnucleotidlésung = 0,325 mg = 4,9- 10-7 Mole 


Nucleotid. 


0,100 ,, einer m/10 Magnesiumsulfatlésung. 
0,100 ,, einer Lésung von reduzierendem Géarungsferment-Protein = 50 y 


(aus Rattenmuskeln). 
1,860 ,, dest. Wasser. 


2,490 com. pu der Mischung ist 6,78. 


Die Konzentration der Phosphobrenztraubensdure zur Zeit 0 Minuten betragt: 


8,0 - 10-7 Mole/cem. 


Die Konzentration der Adenosindiphosphorsiure zur Zeit 0 Minuten betragt: 


1,70 - 10-7 Mole/cem. 


Die Konzentration des Dihydro-Pyridinnucleotids zur Zeit 0 Minuten betragt: 


1,97 : 10-7 Mole/eem. 


Die Konzentration der Magnesiumionen betragt: 


m/250 = 4,0 - 10-® Mole/ccm. 


Die Konzentration des Phosphatpuffers betragt: 


m/40 = 2,5 - 10-5 Mole/ccm. 


Ausfiihrung des Testes beim 
phosphatiibertragenden Gdarungs- 
ferment. 

Die Testlésung wird in eine 
Quarzkiivette gefiillt, deren Vo- 
lumen etwa 2,5 ccm und deren 
Schichtdicke etwa 0,5 cm ist. 
Die Lichtschwichung %9/i fiir 
die Wellenlinge 7 334 mu wird 
lichtelektrisch gemessen, sie 
hangt im wesentlichen von der 
Konzentration des hydrierten 
Pyridinnucleotids ab. 

Zur Zeit ¢ = O Minuten 
werden einige hundertstel ccm 
der zu priifenden Proteinlésung 
zur Testlésung hinzugefiigt. Die 
nun einsetzende Abnahme der 
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Abb. 2. Optischer Test. %,/i ist die Licht- 
schwachung fiir die Wellenlinge 4 334 mu, 
fiir eine Schichtdicke d = 0,574cm. MeB- 
temperatur: 20°, py = 6,77. In i,/i zur Zeit 
0 Minuten —Ini,/i zur Zeit t Minuten 
= J\ini,/i zwischen 0 und ¢ Minuten. Das 
verwendete Protein ist iiber Kristallisation 
gereinigtes Fermentprotein. 
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Lichtschwachung, die mit der Abnahme der Konzentration an hy. 
driertem Pyridinnucleotid parallel geht, wird in Intervallen von halhey 
Minuten gemessen. 

Tabelle | enthalt einen Vergleich von Messungen mit drei ver. 
schiedenen Proteinmengen. In Abb.2 sind die Reaktionsverliufe 
graphisch dargestellt; sie zeigt, daB dabei die Zeiten gleicher Umsiitze 
des Dihydro-Pyridinnucleotids — damit auch der Brenztraubensiure 
und der Phosphobrenztraubensiure — umgekehrt proportional de; 
Proteinmengen des phosphatiibertragenden Girungsfermentes sind 


Tabelle TI. 
20°, pu = 6,77, A 334muyu, Schichtdicke d = 0,574 cm. 





i 1,9 y Protein 3,8 y Protein 7,6 y Protein 
MeBzeit in Min.|} == 0,76 7 Protein/cem = 1,52 y Protein/ecm = 3,04 y Protein/cem 
| 41n igfi | 4 In ioji 4 In ioji 


0,5 0,207 0,370 0,645 
1 0,390 0,655 1,000 
1,6 0,563 0,860 1,170 
2 0,690 1,010 1,265 
2,5 he 1,115 1,305 
3 0,897 1,190 1,330 
4 1,036 1,275 1,355 
5 1,140 1,370 
6 1,210 : 1,380 


II, Isolierung der Fermentproteine. 


Ausgangsmaterial waren menschliche Oberschenkelmuskeln. Die 
Priiparation geschah baldméglichst nach dem Tode. Die Muskeln 
werden bei 0 bis — 2° im Eisraum iiber Nacht gekiihlt. Bei lingerem 
Aufbewahren — auch im gefrorenen Zustande sinkt die Ausbeute 
an Ferment. 

Muskelextrakte, hergestellt durch Extrahieren von gut zerkleinerten 
Muskeln mit dest. Wasser, haben bei verschiedenen Ansiitzen ver- 
schiedenes py; es schwankt zwischen 5,85 und 7,15. Zur Erreichung 
geniigend gleichmiBiger Verhiltnisse fiir die weiteren Reinigungsschritte 
ist es erforderlich, daB die Extraktion bei einem py zwischen 5,85 
und 6,15 stattfindet. Durch Vorprobe wird das py eines mit dest. Wasser 
hergestellten Extraktes bestimmt und wenn nétig wird durch weitere 
Vorproben ein zweiter Extrakt mit einer sauren Phosphatlésung 
(KH,PO,-Lésung) — deren Konzentration dabei ausprobiert wird 
hergestellt, dessen py in den oben angegebenen Bereich fiillt. 

Voraussetzung fiir erfolgreiche Isolierungen nach den folgend be- 


schriebenen Reinigungsschritten ist auferdem eine Mindestkonzen- 
tration an Ferment (vgl. Anmerkungen). Diese wurde ebenfalls in de 
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Evtraktionsvorprobe ermittelt, und zwar mit Hilfe des optischen Testes 
ies reduzierenden Giirungsfermentes. 


Ist dabei das Volumen der Testlésung 2.50 cem, die Nchichtdicke 
der Quarzkiivette 0.574 un. das pu = 7.4 und die Testtemperatur 20°, 
«~ muB nach Zusatz von 0.015 cem Extrakt In ig i in der ersten 
halben Minute mindestens 0.650 sein. Extrakte mit kleineren Wirk- 
wmkeiten warden verworfen. 

Anmerkungen : 

1. Der Fermentgehalt der Extrakte bei den untersuchten Ansatzen 
whwankte sehr stark; Unterschiede bis zum 10- bis l5fachen kamen vor. 
Kine Abhangigkeit des Fermentgehalts von der Art der Extraktion, vom py 
des (mit Wasser hergestellten) Extraktes, vom Alter des Menschen, von dessen 
Krankheit, der Art des Todes oder von der Zeit zwischen dem Tod und dei 
Praparation, war nicht deutlich erkennbar. 

2. Der Fermentgehalt der Extrakte aus menschlichcn Muske!n ist im Mittel 
whnmal kleiner als der aus Rattenmuskeln unter gleichen Extraktionsbedin- 


vungen. 


Beispiel. 


1. Schritt: Evtraktion. 


3300 g eisgekithlte Muskeln wurden zweimal in einer eisgekiihiten Fleisch - 
maschine zerkleinert und mit 10 Liter dest. Wasser von 0° wahrend 30 Minuten 
langsum verriihrt. Nach Zentrifugieren in gekiihlter Zentrifuge und Kollieren 
durch Miillergaze erhielt man etwa 9,7 Liter rot gefarbten, nicht klaren Extrakt. 
dessen PH 5,90 war (1 Ina)¢ in der ersten halben Minute war 0,940). 


2. Schritt: Acetonfallung. 


Zu 9,7 Liter Extrakt (px 5,90) wurden langsam und bei guter Rithrung 
bei 0° 6,5 Liter eiskaltes Aceton hinzugefiigt, so daB die Acetonkonzentration 
etwa 49 Vol.-°4 war. Nach etwa 30 Minuten Riihren (im Eisbad) war die ein- 
vetretene Erwirmung riickgangig gemacht worden: dann wurde gekiih't zentri- 
fugiert. Der Niederschlag wurde mit etwa 150 ccm dest. Wasser (0°) und 40 cem 
n/2 Phosphatpufferlésung py 7,2 verriihrt und auf 410 com aufge‘illt. Aus 
der Suspension wurde mitgerissenes Aceton in zwei gréBeren Vakuumexsikka- 
toren, tiber Kieselgel, wahrend etwa 3 bis 4 Stunden, bei Wasserstrahlpumpen- 
vakuum abgesaugt. Mit dest. Wasser wurde die dunkelrotbraune Suspension 
wf 500 com aufgefiillt. Nach zweistiindigem Zentrifugieren (0°) senkte sich ein 
nicht festliegender, voluminéser Niederschlag, iiber dem 300 ccm nicht klare 
Fliissigkeit abgehebert wurde. Der Niederschlag wurde darauf 1 Stunde lang 
hochtourig gekihlt (15000 Umdr. Min. 20000fache Erdbeschl.) zentrifugiert. 
Die obenstehenden Fliissigkeiten etwa insgesamt 400 com wurden mit 
dest. Wasser wieder auf zusammen 500 ccm aufgefiillt. 

Die Ausbeuten, bezogen auf den Extrakt des 1. Schrittes, betrugen: 


vom reduzierenden Ferment etwa 70°, 

und vom phosphatiibertragenden Ferment etwa 85°,. 
Seim Stehenlassen bei 0° tiber Nacht verliert man von den Fermentwirksam - 
keiten etwa 5 bis 10%. 
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3. Schritt: Fraktionierte Fallung mit Nucleinsdure. 


(Fallungsreagens siehe diese Zeitschr. 314, 99, 1943.) 


Zu 500 ccm der Suspension nach Schritt 2 wurde bei 0° soviel Essigsayr, 
vegeben, bis das py etwa 5,0 war, z. B. 11,5. cem einer 2 mol. Essigsaurelisung 
gab py 4,97. Die dabei gebildete Triibung wurde gekihlt abzentrifugiert ung 
der festliegende, unwirksame Niederschlag verworfen; die obenstehende, dunke| 
rotbraune, fast klare Lésung hatte ein Volumen von etwa 465 ccm. 

1, Fallung mit Nucleinsdure. Nach Zusatz von 10 cem der (Hefe) Nuclei 
siurelésung wurde zentrifugiert (0°) und der Niederschlag verworfen. 

2. Fallung mit Nucleinsdure. Nach weiterem Zusatz von 15 ccm Nuclein 
saurelésung wurde das py zwischen 4,70 und 4,73 eingestellt; z. B. durch Zuyabe 
von 11 cem einer m/] Na-Acetatpufferlésung py 4,0 auf py = 4,71. Vom Niede: 
schlag wurde nach viertelstiindigem Stehenlassen bei 0° durch gekihltes Zenty; 
fugieren getrennt und der Niedersehlag wieder verworfen. 

3, Fdltung mit Nucleinsaure. Zu der obenstehenden Lésung wurden 40 coy 
von der Nucleinsdaurelésung und so viel Acetatpufferlésung hinzugefiigt, das 
cin py zwischen 4,60 und 4,62 resultierte; z. B. wurde darch Zugabe von 14 ccy 
einer m/l Na-Acetatpufferlésung py 4,0 ein py 4,62 erreicht. Der dab 
yebildete Niederschlag wurde nach einer halben Stunde Stehenlassen bei () 
vekiihlt abzentrifugiert und die obenstehende Lésung verworfen. Mit dest. 
Wasser (0°) und etwa 8ccm einer m/2 Na-K-Phosphatpufferlésung py 7.2 
verriihrt und mit dest. Wasser auf 50 ccm aufgefiillt, wurde eme dunkelrot 
hraune Suspension erhalten, die durch '/,stiindiges hochtouriges Zentrifugiere: 
(0°) geklart wurde. Die obenstehenden, etwa 48 ccm der klaren, dunkelrote: 
Lésung enthielten die Fermentwirksamkeiten. Das py war durch die anfanglich 
zugegebene Menge der Phosphatlésung gegeben und soll zwischen py 5,9 und 6, | 
liegen; z. B. py 5,95. 

Die Ausbeuten, bezogen auf den Extrakt des 1. Schrittes, betrugen 

vom reduzierenden Ferment etwa 35 bis 40° 
und vom phosphatiibertragenden Ferment etwa 60°. 
Diese Lésung ist nicht sehr haltbar, deshalb wurde der nachste Schritt un- 
mittelbar angeschlossen. 
!. Schritt: Erwarmen. 

Die nach Schritt 3 gewonnene Fermentlésung (48 ccm) wurde, in einen 
100-cem-Rundkélbchen befindlich, 2'/, bis 3 Minuten lang in ein auf 60° ein 
stehendes Wasserbad getaucht und dabei gut umgeschiittelt die Lésung mu 
inindestens | Minute lang die Temperatur von 60° erreichen. Sofort danach wurd: 
im EKisbad abgekihlt, gleichfalls bei guter Riihrung; z. B. in | Minute auf 10°. 
Nach Uberfiihren der Suspension in Zentrifugierbecher wurde mit 5 bis 10 cen 
dest. Wasser nachgespiilt und die Suspension etwa '/, Stunde hochtourig gekihilt 
zentrifugiert. Die obenstehenden 50 ccm der klaren, dunkelroten Lésung ent 
hielten von der Lésung des 3. Schrittes vom 

reduzierenden Ferment etwa 90°, der Wirksamkeit 
und vom plhosphatiibertragenden Ferment etwa 80°. 
Diese Fermentlésung kann bei 0° ohne Wirkungsverlust einige Tage aufbewabhirt 
werden. 


' Fallung als Nucleoproteid siehe: O. Warburg u. W. Christian, diese 


Zeitschr. 303, 56, 1939. 
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). Schritt: Befreiung von Nucleinsdure. 


Zu 50 ccm der nach Schritt 4 gewonnenen Fermentlésung wurden 40 ccm 
einer Salmiridinlésung (Herstellung und Konzentration siehe diese Zeitschr. 
314, 100, 1943) zugesetzt und die Mischung nach '/,stiindigem Stehen bei 0° 
gekiiblt zentrifugiert; der geringe Niederschlag wurde verworfen. 


6. Schritt: 2. Acetonfallung. 


87 ccm Fermentlésung nach Schritt 5 wurden mit soviel von einer sekun- 
daren Phosphatlésung versetzt,'daB ein py zwischen 6,60 und 6,65 resultierte, 
2. B. mit 5 ccm einer m/2 Na,HPO,-Lésung; py war dann 6,63. Bei 0° wurden 
dann zu 91 cem soleher Lésung, langsam eintropfend, 51,5 cem eiskaltes Aceton 
mugesetzt, so daB die Acetonkonzentration 36 Vol.-°%% war. Diese Lésung wurde 
|0 Minuten lang im Eisbad gekiihlt und dann gekihlt zentrifugiert. Die oben- 
stehende, stark rot gefairbte Lésung wurde abgesaugt und verworfen; der Nieder- 
schlag wurde init dest. Wasser unter Zusatz von 1,5 ccm einer m/2 Phosphat- 
pufferlésung py 7,2 auf ein Volumen von etwa 25 ccm gebracht. In einem im 
Wasserstrahlpumpenvakuum evakuierten Exsikkator wurde diese Lésung, 
iiber Kieselgel, von Aceton befreit, Dauer etwa 1'/, Stunden — mit dest. 
Wasser wieder auf 25 ccm aufgefiillt und eine Viertelstunde lang hochtourig, ge- 
kihlt zentrifugiert. Die obenstehende, klare, etwas rotbraun gefarbte Lésung 
enthielt von der Extraktwirksamkeit des 1. Schrittes 

vom reduzierenden Ferment 25 bis 30% 
und vom phoshatiibertragenden Ferment 30 bis 40° . 


7. Schritt: Fraktionierte Ammoniumsulfatfdllung und Kristallisation 
des phosphatiibertragenden Gdarungsfermentes. 


Zu 25ccm Fermentlésung nach Schritt 6 wurden 20 ccm dest. Wasser 
ind so viel von einer m/I Na-Acetatpufferlésung py 4,0 zugegeben, bis das py 
zwischen 5,10 und 5,15 lag; erforderlich waren 1,5 bis 2cem. Mit dest. Wasser 
wurde auf 50 ccm aufgefiillt. Dann war die Acetatkonzentration etwa m (25 
und die EiweiBkonzentration etwa 20 mg/cem. 

Nun wurden, bei 0°, erst 55 cem und dann nach und nach etwa innerhalb 
einer halben Stunde weitere 23 ccm, insgesamt also 78 ccm, von einer bei 0° 
gesattigten Ammoniumsulfatlésung zugegeben, bis der Ammoniumsulfat- 
Sattigungsgrad 0,61 geworden war. Dabei fie] neben verhaltnismaBig wenig 
amorphem Eiwei8 ein kristalliner Niederschlag. Man ]48t mehrere Stunden oder 
iiber Nacht bei 0° stehen und zentrifugiert dann gekihlt. Der lose liegende 
Niederschlag wurde nochmals hochtourig (0°) zentrifugiert und durch Zugabe 
von etwa liccm eiskalter Ammoniumsulfatlésung vom Sattigungsgrad 0,45 
iuf 20cem Volumen aufgefiillt (— 1. Fraktion). 

Zu der Mutterlauge wurden bei 0° nochmals 125 ccm der gesattigten Am- 
moniumsulfatlésung zugesetzt, so daB der Sattigungsgrad etwa 0,8 geworden 
war. Nach | Stunde wurde gekiihlt zéntrifugiert und der Niederschlag mit 5 cem 
einer Ammoniumsulfatlésung des Sattigungsgrades 0,27 vermengt; das Volumen 
dieser zweiten Fraktion war dann etwa 8 ccm. 

Die Prifungen auf Fermentwirksamkeiten ergaben: 

Die 1. Fraktion enthielt von der Wirksamkeit des 6. Schrittes vom 
reduzierenden Garungsferment etwa 65% 
und vom phosphatiibertragenden Garungsferment etwa 90°); 


14 * 
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die 2, Fraktion enthielt von der Wirksamkeit des 6. Schrittes vom 
reduzierenden Garungsferment etwa 15% 
und vom phosphatiibertragenden Garungsferment etwa 10°). 


8. Schritt: Trennung der beiden Ferment proteine. 


In beiden Fraktionen des 7. Schrittes ist das phosphatiibertragende Ferment 
protein kristallin ungelést. Nach Zentrifugieren (0°) der 1. Fraktion enthielten 
die obenstehenden 18,5cem der klaren, schwach rétlich gefarbten Lésung 
25° Wirksamkeit des reduzierenden Garungsfermentes. Weitere Wirksamke;t 
wurde von den Kristallen durch Waschen abgelést. Zu diesem Zweck wurde: 
zum Kristallniederschlag 18 ccm einer eiskalten Ammoniumsulfatlésung des 
Sattigungsgrades 0,225 gegeben. Nach einer halben Stunde Stehen bei 6, 
bei gelegentlichem Umschiitteln, wurde eine Viertelstunde lang hochtourig 
gekiihlt zentrifugiert:; dann enthielt die obenstehende, klare Lésung in etwa 
20 cem weitere 65°, dieser Wirksamkeit, so daB zusammen etwa 90°, des 
reduzierenden Fermentes aus der 1. Fraktion, von den Kristallen des phosphat 
iibertragenden Fermentes getrennt, in Lésung vorlagen. 

Die 2. Fraktion wurde entsprechend behandelt; der Niederschlag wurdé 
mit 2cem der eiskalten Ammoniumsulfatlésung des Sattigungsgrades 0,225 
gewaschen. 

Nach ZusammengieBen aller obenstehenden Lésungen wurde bei 0° » 
vicl gesattigte Ammoniumsulfatlésung hinzngesetzt, daB der Sattigungsgrad ().s 
geworden war, und gekihIt zentrifugiert. Der voluminése Niederschlag enthie|t 
etwa 75% des reduzierenden Fermentes und etwa 2 bis 3° des phosphat. 
iibertragenden Fermentes von Schritt 6. 

Die Kristalle des phosphatiibertragenden Fermentes werden bei 0° in eine: 
halbgesattigten Ammoniumsulfatiésung aufbewahrt. 


9. Schritt: Umkristallisation des phosphatiibertragenden Fermentes. 


Zum scharf zentrifugierten Kristallniederschlag wurde eiskaltes dest. Wasser 
und so viel von einer Phosphatpufferlésung pu 7,2 gegeben wobei sic! 
die Kristalle lésten —, daB das Volumen der Lésung etwa das Siebenfache des 
Kristallniederschiagvolumens betrug und die Phosphatkonzentration dab 
etwa m/30 war. Nach der Trennung von einer geringen Triibung, mittels Zentr 
fugieren, wurde das py durch Zugabe von wenig m/l Na-Acetatpufferlésuny 
PH 4,6 zwischen 5,15 und 5,20 eingestellt. Nun wurde langsam, bei 0° g 
sittigte Ammoniumsulfatlésung zugesetzt — dabei begann bald die Rekristaili 
sation —, bis im Laufe etwa einer halben Stunde ein Ammoniumsulfatsattigungs 
grad von 0,6 erreicht worden war; dann wurde bei 0° iiber Nacht stehengelasser 
und von der Mutterlauge durch Zentrifugieren getrennt. 

Die Kristalle sind wiirfelférmig (siehe Abb. 1) und sehr zerbrechlic! 
sie lésen sich in dest. Wasser sehr schwer, leicht jedoch in neutralen oder schwa 
alkalischen Phosphat- oder Pyrophosphatlésungen. 

(10. Schritt: Weiterreiniqung des reduzierenden Garungsfermentes. ; * 

Durch erneute fraktionierte Ammoniumsulfatfallungen kann man weit 
reinigen; z. B.: Der nach der Trennung vom phosphatubertragenden Fermen’ 


* Kein endgiiltiger Reinigungsschritt. Siehe die Anmerkung am_ Sc! 
dieses Abschnitts. 
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erhaltene voluminése Niederschlag beim 8. Schritt wurde mit dest. Wasser 
und etwas Phosphatpufferlésung py = 7,2 auf 20 ccm (etwa m_ 50 Phosphat) 
aufgefiillt, dadurch gelést und gekihlt zentrifugiert. Die obenstehende, klare, 
schwach orange gefarbte Lésung wurde mit dest. Wasser (0°) aufgefiillt und mit 
soviel von einer m/l Na-Acetatpufferlésung, py 5,20, versetzt, daB 30 ccm 
einer etwa m/20 Acetatlésung vom py 5,50 resultierten. Die Eiweibkonzen- 
tration betrug etwa 12 mg cem. 

Durch Zugabe von bei 0° gesattigter Ammoniumsulfatlésung, Abzentri- 
fugieren und Lésen der dabei gebildeten Niederschlage erhielt man folgende 
Fraktionen: 

1. Fraktion: Sattigungsgrad des Ammoniumsulfats 0,48; entna]t 12°, 
der Ausgangswirkung. 

Umsatz (als MaB der Reinheit): 100000 g Protein setzen pro Minute 
14000 Mole Brenztraubensaure um (unter Testbedingungen). 

2. Fraktion: Sattigungsgrad des Ammoniumsulfats 0,54; enthalt 44°, 
der Ausgangswirkung. 

Umsatz (als MaB der Reinheit): 100000 g Protein setzen pro Minute 
22500 Mole Brenztraubenséiure um (unter Testbedingungen). 

3. Fraktion: Sattigungsgrad des Ammoniumsulfats 0,615: enthalt 22°, 
der Ausgangswirkung. 

Umsatz (als MaB der Reinheit): 100000 g Protein setzen pro Minute 
15500 Mole Brenztraubenséaure um (unter Testbedingungen). 

4. Fraktion: Sattigungsgrad des Ammoniumsulfats 0,825; enthalt 22°, 
der Ausgangswirkung. 

Umsatz (als MaB der Reinheit): 100000 g Protein setzen pro Minute 
14000 Mole Brenztraubensaure um (unter Testbedingungen). 

Der Umsatz pro Minute, auf 100000 g Protein bezogen bei 20° und 
pu = 7,4 — des Proteins der 2. Fraktion ist fast so groB, wie der des uber 
Kristallisation gereinigten reduzierenden Garungsfermentes aus Rattenmuskeln'. 

Anmerkung: 


Bei diesein Stand muBten die Arbeiten unterbrochen werden. 


Ill. Wirksamkeit des phosphatiibertragenden Giarungsfermentes, 


Errechnet man an Hand der Tabelle I aus den Werten der Anfangs- 
geschwindigkeiten den Umsatz, so findet man, daB unter den Test- 
bedingungen bei 20° und py = 6.77 100000 g Fermentprotein 
pro Minute rund 6000 Mole Phosphat von Phosphobrenztraubensiiure 
auf Adenosindiphosphat iibertragen kann. 

Es sei bemerkt, daB unser Fermentprotein von 1.3 Diphospho- 
glycerinsaure dem Reaktionsprodukt des oxydierenden Giéirungs- 
fermentes — auf Adenosindiphosphat in der Reaktion: 


..1, 3-Diphosphoglycerinsiure — Adenosindiphosphorsiure 
= 3-Phosphoglycerinsiure + Adenosintriphosphorsiiure”’ 


') Diese Zeitschr. 314, 109, 1943; Umsatz dort: 23000 Mole pro Minute und 
100000 g Protein. — ? Dies ist fast die gleiche Zahl, die E. Negelein beim 
phosphatiibertragenden Ferment aus Rattenmuskeln, unter gleichen Bedin- 
gungen gemessen, fand. 
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Phosphat nicht tibertragt. Eine 80mal gréBere Fermentproteinmenge 
als die, die im dortigen Test! notwendig wire, war wirkungslos. 


IV, Absorptionsspektrum des phosphatiibertragenden Garungsfermen tes, 


Tabelle II enthalt die aus der Ultraviolettabsorption — bestimmt 
fiir das Gebiet zwischen 4 240 und 320 mu — berechneten Absorptions. 
koeffizienten. Bei der Absorptionsmessung war das Fermentprotein 
in einer m/50 Phosphatpufferlésung py 7,4 gelést. In Abb. 3 ist das 
Ultraviolettabsorptionsspektrum graphisch dargestellt. Im sichtbaren 
Spektralgebiet absorbiert das Fermentprotein nicht. 

Bemerkenswert ist, wie wir fanden, daB die EiweiBbande bei 
4280 my nur etwa halb so hoch ist? als bei den bisher bekannten 
Garungsfermentproteinen. 

Zum Vergleich sei angefiihrt, da&8 der Absorptionskoeffizient 
Bi289 fiir das bisher reinste Praparat des reduzierenden Giarungs- 

qem 


fermentes aus menschlichen Muskeln bei 2,7 (cg tersaie | liegt. 


Tabelle II. 














Absorptionskoeffizient 8 
Se 
mg Protein 


- : ; 
Wellenlinge 4  AbsmPtionskoeffisient 1 wettenlinge 2 
im) =| Cld[_ {mu} 





240 270 1,07 
245 280 1,245 
250 290 0,74 
255 300 0,125 
260 320 0,0 
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mg Arofern 


1a 
Abb. 3. Absorptionsspektrum des 
phosphatiibertragenden Gérungs- 
fermentes, gelést in m/50 Phosphat- 
pufferlésung pH = 7,4. 


2 am ee a... a 
ye Ribas mg Protein |’ 
wo i,/t die gemessene Licht- 
schwachung, ¢ die Konzentration an 
Protein in [mg/ccm} und d die 
Schichtdicke in [cm] ist. 
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Absorptionshoefizient B 


Wellenionge 
1 Siehe Th. Biicher, Naturwiss. 30, 756. 1942. -- * E. Negelein hatte diese 
Tatsache beim phosphatiibertragenden Garungsferment aus Rattenmuskeln 
gefunden. 
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\, Elementaranalyse des Proteins des phosphatiibertragenden Fermentes, 


a) Vorbereitung. 2,5ccm einer Lésung, hergestellt durch Lésen von 
Kristallen des umkristallisierten Ferments in etwa m/50 Phosphatpuffer, px = 7,3, 
wurden in einem kleinen Cellophanschla).ch bei 0° gegen etwa 1 Liter m/750 
A4mmoniakwasser wahrend 24 Stunden dialysiert und darauf, jeweils gegen 
| Liter dest. Wasser, welches alle 24 Stunden ausgewechselt wurde, weitere 
190 Stunden. Dann wurde durch Zentrifugieren von einer geringen Triibung 
getrennt. Das py der wasserklaren Fermentlésung war 6,13. 

Der Reinheitsgrad des Ferments in dieser Lésung betrug 0,75; d.h. 25% 
Ferment verloren bei der Dialyse ihre Wirksamkeit. 

Nach Einfrieren und Trocknen der Lésung im Vakuumexsikkator iiber 
Kieselgel wurden 90mg eines weiBen, lockeren Fermenttrockenpraparates 
erhalten; der Reinheitsgrad betrug 0,70, d.h. beim Trocknen denaturierte 
ebenfalls etwas Fermentprotein. 

b) Analyse. Fir solches Fermentpraparat, das im Hochvakum bei 60° 
yetrocknet worden war — bis zur Gewichtskonstanz trat ein Gewichtsverlust 


von 10,38% auf — fand W. Liittgens fiir die wasserfreie Substanz berechnet: 


Kinwaage: 4,913 mg; gefunden 9,615 mg CO,; 3,220 mg H,O; 
0,00 mg Riickstand. 
5,547 mg; gefunden 0,838 ccm Stickstoff (nach Dumas), 
p = 760mm Hg; ¢t = 23°; = 0,966 mg N. 
21,620 mg; gefunden 2,550 mg BaSO, = 0,35 mg S. 
5,249 mg; gefunden 0,003 mg P (kolorimetrisch). 


Daraus berechnet sich: 











53,35% C | 7,30% H 17,40% N 1,60% S | (0,06% P) 








Die Dissoziationskonstante des primiiren Natriun- 
phosphats und der py-Wert des Phosphatpuffers. 
Von 
Nobutsugu Koyenuma in Tokio, z. Z. Berlin. 

(Aus dem Institut fiir Strahlenforschung der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 20. Marz 1944.) 

Mit 2 Abbildungen im Text. 

Ks wird die Dissoziationskonstante des primaren Natriumphosphats diskutier 


deren halbempirischer Wert angegeben und dann eine allgemeine Forme] zu: 
pu-Messung des Phosphatpuffers bei beliebiger Gesamtkonzentration abgeleit« 


1. Einleitung. 


Uber den py-Wert der schwachen Elektrolyte gibt die folgen: 
einfache Formel! annihernd Auskunft: 


h=k “ mit Po = log h. 
42 
wobei h die Wasserstoffionenkonzentration, k die sogenannte Disso- 
ziationskonstante der betreffenden Siure, y, die Siurekonzentratic 
in Mol Liter, yz die des Salzes ist. Bekannt ist, daB im allgemeine: 
erheblich gréBer wird?, wenn y, eine Konzentration von etwa 0.01 Mo 
iiberschreitet. Wir wissen nicht, wie sich k mit der Konzentratio: 
iindern wird. Im folgenden betrachten wir zunichst Natriumphosphat- 
gemisch, das praktisch vielfach verwendet wird. Hierbei wird i 


allgemeinen k als Konstante mit einem Wert von etwa 2- 10-7 


' L. Mictaelis u. P. Rona, Praktikum der physikalischen Chemie, 4. Aut 
Berlin 1930, * Man hat den Befund dadurch nicht begriinden kénnen, dai 
man die Dissoziation des Wassers selbst in Betracht zieht und folgende Form: 

: y, +[H]— [0H] 
aufstellt: A pe . 
7a — (H] + (OH} 
deuten, weil h-durch eine leichte Rechnung sich auf die Form reduzieren Jai 
¥,/ H]—[OH)\ / H} — {[OH]\—! 
h p28 (1 00-008), U-10m) 
72 1 2 


[H] —[OH} F [H} — [OH] ; ((H] -[OH))? 


wobei die Klammern die Konzentration bh: 


wk (1 
42 71 42 Furs 
und [H], [OH] gegeniiber y, und y, erheblich kleiner sind. Der Klammerausdruc! 
sollte hierbei namlich die Korrektur von & darstellen, aber kommt erst zu 
Greltung, wenn die y, und y, ziemlich niedriger liegen, was praktisch nicht 1: 
Frage kommt. Bei solcher niedrigen Konzentration gilt eben (1) in dieser nich: 
veanderten Form streng. 


~” 
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genommen. Bei naherer Betrachtung ist jedoch & von der Siure- 
Mit Hilfe folgender Formel, 






xonzentration abhingig. 









(2) 





rium. 
fers. 






kann k berechnet werden. y, bedeutet. wie oben, die Konzentration der 





Siure, « ihren Dissoziationsgrad, der als .1, 1. definiert ist, wobei 





|. und Jl, das Aquivalentleitvermégen bei y,; und bei unendlicher 
Verdiinnung ist. .!.. kann den Landolt-Bornsteinschen Tabellen ent- 




































-) 
‘1 
nommen werden, dann kann.1|,. entweder aus der Onsager schen Theorie 
berechnet oder aus der Beziehung zwischen |y, und dem Aquivalent- 
k leitvermégen extrapoliert werden. 
sKutlert 
mel zu; 1. ergibt sich so zu etwa 92. Mit diesem Wert erhalt man z. B. 
geleitet bei 7, = 0.0039 a = 0.899, so daB aus (2) k == 2.87-10°2. Der Wert 
ist im Vergleich zu dem bisher allgemein verwandten viel zu grob. 
Also kommt man mit dieser Methode auch nicht zum Ziel. Wir 
gen werden im folgenden k auf einem anderen Wege berechnen, der zu 
hesserer Ubereinstimmung mit der Erfahrung fiihrt. und zwar abhangig 
von der Saurekonzentration. Weiterhin werden wir eine allgemeine 
Beziehung der py-Werte zur Gesamt- bzw. lonalkonzentration des 
iia. Puffergemisches ableiten. 
ratio) 
inen | 2. Halbempirische Bestimmung des & und allgemeine Formel 
Mo Zur py- Bestimmung. 
ratio Wir gehen von der verallgemeinerten Gleichung aus 
‘phat. i 
Hs Na PO, ° 7’ 
d 1 h | k. = $ a (3) 
. fH Na, PO, * 72 
worin die Aktivitatskoeffizienten nach Debye und Hickel fiir HaNaPO, 
Aut baw. HNa PO, eingefiihit sind. Die Aktivitatskoeffizienten sind im 
1. da allgemeinen z. B. durch? 
orn ’ 
; VS 6 N V/ 
mn be ah Va (pe r) ie } L000 4daNe?]’ (*) 
~ a 
1a Bt ") DkT-1000 
bestimmt. wobei bedeuten: .V Loschmidtsche Zahl. T absolute 
Temperatur, k = Boltzmann sche Konstante. « Klementarladuny | 
DD) = Dielektrizitiitskonstante des Lésungsmittels ~ 78.76 bei 25°C. 
| TP = S23¢, = ionale Konzentration, z, und ¢, = Wertigkeit und hon- 
‘aa zentration des i-lons und a, lonenradius. : 
zu i 
it 
lich 1 Landolt- Bornstein. Physikalisch-chemische Tabellen, Bd. 2, 5. Aufl.. j 


Berlin 1923. — ? Z. B. E. Hiickel, Phys. Zeitschr. 26, 93, 1925. 
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Setzt man in dieser Gleichung simtliche Konstanten fiir eine 
wiisserige Lésung bei 25°C ein, so erhalt man 
In f, = — 0,821 «2? V1 + 0,232 - 108 a, VI)". 
Da beim Na-Phosphatpuffer die folgenden Dissoziationen 
NaH,PO,4 Na + H,PO, und Na,HPO,S Nay + HPO; 
wahrscheinlich sind, kann man als die Ionenkonzentration 
P=27,+ 6y2 (6) 
annehmen, weil y,; bzw. y 2 die Konzentration von NaH,PO, und 
NagHPOy, ist, und fiir fxau,POo, bzw. fa, HPO, da In fNaH,Po, 
= $(Infy, + Infg,po,) und Infysupo, =} (In fya, + In fypo,). 
In fra, = 4 (In fya + In fyg) = In fyg und 
Infy, = —0,821¥7 (1+0,232-108ax, YF)-, 
Infya, =—O0,821VF (1+4+0,232-108ay, VI)-3, 
In fu,po, = — 0,821VI (1 + 0,232 - 108 ag, po, VI)", 
Infypo, = — 0,821-4 VP (1 + 0,232: 108 apo, VI)-. 





ansetzen 


In fyau,Po, = — 9,41 Wa + 0,232 - 108 ay, Wr) re | 


+ (1 + 0,232 - 108 aq, po, VI')“4}, 
In fyaHPo, = — 0,41 VI" {(1 + 0,282 - 108 ay,, VI") + 

+ 4(1 + 0,232 - 108 ay po, VI')-}}. 
Mit (6) und (8) laBt sich (3) vervollstandigen zu 


(8) 


es ae ph.23 Vr {4 (1 + 0,282. 108 ayy po, VF)-1 ~(1 + 0,282: 10% ag po, VW?) | (9) 
v2 
Wir ersehen daraus, daB A nur vom Radius des HPO; bzw. H,PO, 
abhiingig ist, aber nicht von dem des Natriums. Wir kennen den genauen 
Wert des Ionenradius von HPO) bzw. H,PO, noch nicht, halten ihn 
aber im Vergleich zu dem Ionenradius eines einzelnen Elements fiir 
nicht groB. Der letztere pflegt meistens zwischen ein- bis zweimal 
10-8 cm zu liegen. Daher kénnen wir ihn etwa zu 2 - 10-8 cm gleich- 
setzen, weil k& fiir a = 10-7 bis 10-8 em in Wirklichkeit nur eine Zu- 
nahme von etwa 10°, aufweist, und der Einfachheit halber die beiden 
Radien als gleich ansehen. 

Aus diesen Bemerkungen und experimentellen px-Werten vom 
Phosphatgemisch berechnet sich nun k, abhangig von der Séurekonzen- 
tration. Die Werte sind in Abb. 1 eingezeichnet. Aus dieser Linear- 





(6) 
Jg und 
ia HH, PO, 
hy PO,): 
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kurve ergibt sich k, bei 0,01 Mol/Liter zu 6,83 - 10-8, bei 0,1 zu 7,7 - 10-8, 
so daB eine zehnfache Konzentrationssteigerung im Gebiet der kleinen 
Konzentration eine nur etwa 12 °,ige Zunahme bedeuten wiirde. Hierbei 





tot 


Abb. 1. Die Abhdngigkeit des k, von der Siurekonzentration y;, als lonenradius 
des HPO’ bzw. H, PO’, wird 2- 10-8 cm angenommen. 


ist die echte Dissoziationskonstante als das Produkt von k, durch die 
Exponentialfunktion, die in obiger Formel mitgeschrieben ist, zu 
definieren. 

Bevor wir uns iiber die Dissoziationskonstante des primiren Na- 
Phosphats auseinandersetzen, befassen wir uns kurz mit der Bestimmung 
der allgemeinen Formel von py. Um eine allgemeine Formel zur Be- 
stimmung des py-Wertes bei Phosphatpuffer zu gewinnen, miissen wir 
k, in Abhangigkeit von der Konzentration kennen. Die Beziehung 
des k, zur Konzentration laBt sich leicht ableiten, da sie, wie die Kurve 
zeigt, mit der Konzentration linear lauft: 

y; + 0,692 
¢ = 1,095- 10" (10) 
Oder sie lautet im allgemeinen, weil y; + v2 = 8s mit s=0,1 und 
[= 2y; + 6ye, 


— (0,679 4 ae ). 10-7. (11) 


Dann schreibt sich die Formel (9) mit Hilfe von (11) zu 
os 7 6e— TP) ig-7.% ft ‘ 
h= (0,679 + a +10 wee e : (12) 
oder y, bzw. yg in s und J” ausgedriickt: 
—T—T 


ee (0,679 + a7): 10-7. ( rian ) of (2 £13) 


wobei f (1°) = 1,23 VI" - {3 (1 + 0,464 Y7)1} und s und J’ einer Be- 


r P 
ziehung 6 Ss 2 unterworfen sind. 


6s8—T 
Wir miissen also in der Formel (13) den Faktor (0,679 oa “a ) 


10-7 e! als die echte Dissoziationskonstante bei der Gesamtkonzen- 
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tration von 0,1 Mol Liter ansehen. Da s bekannt ist, liBt sich ohne 
weiteres A bzw. pa in einer Funktion von J’ darstellen, also von eine; 
lonenkonzentration. Die py-Werte kénnen jedoch nicht bei festgehaltener 
lonenkonzentration, wie wir hier sehen, abhingig von der Gesant. 
konzentration bestimmt werden, worauf wir wieder spiter zuriick- 
kommen werden. 

Wir kénnen auch beweisen, daB die echte Dissoziationskonstante 
der Siure, die wir oben definierten, nicht konstant ist, sondern sich 
vielmehr mit der Salzkonzentration andert. Wie diese mit der Kon. 
zentration der Siiure bzw. des Salzes sich aindern wird, sehen wir aus 


6s— I . 
dem Faktor (0,679 1 ae, )lo-7 etn in (13). 


Berechnen wir ihn jetzt fiir verschiedene /’, so erhalten wir gleich. 
falls eine lineare Kurve, die in Abb. 2 eingezeichnet ist. Darin be- 





GOS a7 
> 


Abb. 2. Die Konzentrationsabhiingigkeit (y,) der Dissoziationskonstante 
des Sekundarphosphats bei einer Gesamtkonzentration 0,1 Mol/Liter (vgl. Text). 


deutet yo, wie oben, die Konzentration des Salzes, also des Sekundiir- 
phosphats. Aus dieser Kurye scheint hervorzugehen, daB sich bei 
y. —0 die echte Dissoziationskonstante ergeben wird, und zwar mit 
einem Wert von 2,67 - 10-7, der dem bisher angenommenen sehr nahe 
liegt. 
In der Umgebung der Gesamtkonzentration 0,1 Mol kann die 
mittlere Dissoziationskonstante mittels eines Integrals 
ye 
ra | (ons 472 *) 
72 ° mi ; 4,1 


0 
exp. (3,69 10,2 + 4 yz (1 + 0,464 10,2 =4y,) 1) dy (14) 


fiir beliebige y, berechnet werden. Sie liegt erst in der GréBenordnung 
von 10-7, wenn man fiir y. einen Wert < 0,01 einsetzt. 

Da die Formel (13) nur fiir die Gesamtkonzentration von 0,1 Mol 
gilt, suchen wir weiterhin diejenige, die fiir eine beliebige Gesamt- 
konzentration gelten wird, Wir iiberzeugen uns, daB die h-Werte im 
wesentlichen durch das Verhaltnis zwischen y, und ys bestimmt sind 
so daB im allgemeinen 

B 


h - "1 k (Bs, By) ef (73) (15) 
B 1 
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druel 
cael 


hek 


ii 

‘ 
hal 
y 


ect 


Dissoziationskonstante des primaren Natriumphosphats. 209 


gilt, wobe: P = beliebige positive Zahl, & (fs, Bay) fp) = echte 
Dissoziationskonstante und f (J";) dieselbe Bedeutung wie bei (13) hat. 
I's bedeutet 2 fy, + 6y, Man hat auBerdem zwischen .s und 7, 
bzw. 7g eine Beziehung # y, + yy, = /} 8. Wenn man in obiger Gleichung 
}= 1, 8 =1!/49 einsetzt, so erhailt man fiir & einen ahnlichen Aus- 
druck wie in Gleichung (10). Unter Beriicksichtigung dieser Tat- 
suche kann man wohl nicht fehlgehen. wenn man fiir & 
By, + 0,692 
1,025 - 10°? 
ansetzt. 
So schreibt sich (15) endlich zu 
7s WB Boyt 0,692 


. am fd 3? 
28 1,025 - 107 


mit (('y) = exp. (3,69 Vy (1 + 0,464 VP4)) und L, = : 


Man kann daraus bei beliebiger Saiure- und Gesamtkonzentration 
des Phosphatpuffergemisches die 
B y'1 oe 0,692 


. > Jiss.- ‘ StU. TV 
echte Diss.-Konst 1,025 - 10? 


exp. (f(17;)) (18) 


bekommen und dariiber hinaus auch dessen genaueren py-Wert, 

Es ist offenbar klar. daB man aus (17) h mit Hilfe der Beziehung 
v1 Y2 = Bs auswerten kann, wenn von den in der Beziehung ent- 
haltenen vier Unbekannten drei bekannt sind. Z. B. nimmt man 
s= 0,1, yy = 0,05 und f= 100 an, so erhalt man aus (18) als die 


echte Dissoziationskonstante z% 30,5 - LO 7, 





Uber die Wirkung einiger Redoxindikatoren 
auf die Aktivitiit der Cholinesterase’. 
Von 
Paul Klein. 

(Aus der Medizinischen Poliklinik Heidelberg.) 
(Eingegangen am 27. Marz 1944.) 

Mit 4 Abbildungen im Text. 


Unter den Stoffen, die als Hemmungskérper der Cholinesterase 
beschrieben worden sind, befinden sich einige Substanzen, die physiko- 


chemisch als Reduktions-Oxydationssysteme anzusehen sind. So hat 


Rentz? bei seinen Versuchen mit Methylenblau eine betrichtliche 


Hemmungswirkung dieses Redoxsystems auf die fermentative Acety!- 
cholinspaltung festgestellt. Seine Befunde sind von Riechert und 
Schmid? grundsitzlich bestiitigt worden. AuBerdem beobachteten 


diese beiden Autoren eine aihnliche Wirkung noch bei der Ascorbinsiiure 


und untersuchten, durch dieses Ergebnis angeregt, eine Reihe weitere! 
Redoxsysteme, wobei sie teils Hemmung, teils indifferentes Verhalten 
fanden. —- Unter verschiedenen Arzneimitteln, denen Keeser4 eine 
hemmende Wirkung zuschreibt, wird auch das Glutathion genannt 
Albus® schlieBt auf Grund dieser Mitteilung auf einen vom Redox- 
potential gesteuerten Abbau des Acetyleholins und kniipft daran die 
Vermutung, da} diese Steuerung bei allergischen Zustiinden eine Rolle 
spiele. 

Im Zusammenhang mit diesen Arbeiten stellten wir uns die Frage, 
ob die Cholinesterase neben ihrer sonstigen Milieuabhingigkeit auch 
vom Redoxpotential beeinfluBt wird. Albus 6 deutet diese Méglichkeit an 
Hand der Befunde von Keeser? zwar an, in Analogie zu den von Holtz, 
Heise und Spreyer® an der Histaminase festgestellten Verhiiltnissen ; 
aus diesen Arbeiten ist es jedoch nicht ersichtlich, ob die Hemmungs- 
wirkung einzelner Redoxsysteme beziiglich der Cholinesterase dem 
Potential zuzuschreiben ist, das diese Stoffe dem Fermentsubstrat- 


system als Beschwerer mitteilen, oder ob sie davon unabhiingig als 
molekularspezifisch anzusehen ist. Experimentell betrachtet  stellte 


1 D 16. 2 EB. Rentz, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 196, 148, 1940. 
3* W. Riechert u. E. Schmid, ebenda 199, 66, 1942. 4 FE. Keeser, Klin. 
Wochenschr. 1938, II, 8. 1811. 5. Albus, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 108, 
592, 1940. 6 Derselbe,|.c. — 7 E. Keeser, |. c. 8 P. Holtz, R. Heise u. 
W. Spreyer, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 188, 580, 1937. 
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sich uns demnach die Aufgabe, die enzymatische Hydrolyse des Acety]l- 
cholins unter verschiedenen Reduktions-Oxydationsbedingungen zu 
verfolgen und dabei mdglichst vollstindig die Potentialbereiche der 
ry-Skala durchzugehen. 


Methodik. 


Die Bestimmung der Fermentaktivitat wurde mit der von’Ammon' aus- 
gebauten Warburgschen? Methode vorgenommen. Die Versuchstemperatur 
betrug 37°. Das Eichen des Gasraumes geschah durch Auswiegen mit Queck- 
silber. Die Schiittelvorrichtung wurde auf etwa 90 Schwingungen pro Minute 
vingestellt. Als Puffer diente eine Ringerlésung von folgender Zusammen- 
setzung: 100ccm 9%iges NaCl + 2ccm 1,2%iges KCl + 2ccem 1,76 °%iges 
CaCl, + 40 com 1,26%iges NaHCO,; sie diente als Lésungsmittel fiir simtliche 
dem Fermentsubstratsystem beigefiigten Stoffe. Das Gasgemisch hatte die 
Zusammensetzung 95° N, + 5% CO,. Um strenge Sauerstoffarmut zu er- 
zielen, wurde das Gemisch von der Bombe iiber glithendes Kupfer geleitet 
(Dickens*). Dear py-Wert des Puffers betrug unter diesen Bedingungen 7,4. 
Das Fliissigkeitsvolumen betrug bei allen Versuchen 2 ccm. Als cholinesterase- 
haltiges Praparat verwendeten wir fiinf- bzw. zehnfach verdiinntes Menschen- 
serum. Von dieser Verdiinnung kamen 0,5 ccm in das AnhangsgefaB des Troges. 
Der Acetylcholingehalt des Systems betrug bei allen Versuchen 0,0075 g auf 
2ccm. Zur Korrektur der feineren Temperaturschwankungen diente ein mit 
2cem Ringerlésung und 0,0075g Acetylcholin beschicktes Manometer-Trog- 
system. Die Ausschlige dieses Manometers als Resultante aus Eigenhydrolyse 
und Temperaturschwankungen wurden in der Ablesung beriicksichtigt. 


Um den Ansatzen ein bekanntes und wahrend des Versuchs leicht kon- 


trollierbares Potential aufzuzwingen, wurden in Anlehnung an Kiihnau* dem 
Fermentsubstratsystem zunachst Indikatoren der verschiedenen Potential- 
bereiche als Beschwerer zugesetzt. In der erwahnten Arbeit Kiihnaus entspricht 
die niedrigste so erreichte Potentiallage einem rg von 11,2. Unsere Kontroll- 
messungen ergaben indessen, da8 das einfache Zusetzen des betreffenden, im 
gewiinschten 7ry-Gebiet seine Farbe andernden Indikators allein nicht geniigt, 
um rq-Werte zu erzielen, die kleiner sind als ry 18. Es zeigte sich namlich, 
daB bei den Indikatorlésungen ohne vorherige Reduktion der Redoxquotient 
immer stark zugunsten des oxydierten Anteiles verschoben ist, und so der 
rq-Wert in jedem Fall unabhangig von dem Umschlagsgebiet des betreffenden 
Indikators stark positiv wird. 

Um diese Schwierigkeiten zu vermeiden, gingen wir von dem Gedanken aus, 
jedem Ansatz ein stark reduzierendes System so lange zuzusetzen, bis der Indi- 
kator sich zu entfarben beginnt, um so gleichzeitig eine kolorimetrische Kontrolle 
des Potentials zu erméglichen. Praktisch wurde folgendermaBen vorgegangen : 

In dem ElektrodengefaB des Lautenschlager-lonometers wurde nter 
Durchstrémung mit dem von Sauerstoff gereinigten Gasgemisch eine bestimmte 
Menge Indikatorlésung mit einer frisch bereiteten Lésung von Natrium hydro- 
sulfurosum titriert, bis gerade noch ein schwacher Schimmer der urspriinglichen 
Farbe wahrzunehmen war (s. Abb. 1). 


1 Robert Ammon, Pfliigers Arch. 233, 489, 1934. 2 O. Warburg, diese 
Zeitschr. 142, 317, 1923. 3 F. Dickens in Bamann-Mypback, Die Methoden 
der Fermentforschung, Bd. 1, 8.985, Leipzig 1941. 4 J. Kiihnau, diese 
Zeitschr. 200, 61, 1928. 
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Die fiir die Cholinesterase toxischen Dosen von Hydrosulfit liegen. wy; 
Vorversuche ergaben, um ein Vielfaches héher als die in den Ansatzen ¢ 
reichte Menge. Neben jedem Versuch priften wir, auBer dem = Kontro| 
ansatz, auch noch einen Ansatz mit Indikatorzusatz allein, um etwaige de, 
Indikator allein zukommende Wirkangen zu_beriicksichtigen. 

Nach Beendigung « 

Titration wurde das Pote; 
tial elektrometrisch — kon 
trolliert und dann von dics 
Lésung eine entsprechend 
Jitveropete Menge in den Trog gebracht 
mit Ma, 5, Uy Der Transport des Indi 
kator-Na,8,0,-Systems 
staltet sich, um jeden Zu 
tritt von Sauerstoff zu vei 

meiden, folgendermaBen: 
Vor der Titration werde: 

die mit Acetyleholin bx 
schickten Trége an den Ma 
nometern befestigt und das 
Gasgemisch durch die Mano 
meter und die Trége durch 
geleitet. Um = ein vOlliges 
Entfernen der in der Acety! 
Vinettef Vinettet cholinlédsung noch vorhan 
denen Sauerstoffreste zu 
wahrleisten, geht man mit 
einer an die Gasquelle an 
geschlossenen Glaskapillar 
in die fiir den Anhang lx 
stimmte Offnung des Troyes, 
Yt Elektrode ava durch die das Gasgemiscl 
ausstrémt, ein und durch 
perlt noch zusatzglich die in 
Trog befindliche Fliissigkeit 
20 Sekunden lang. Nach 
Beendigung dieser Mani 
pulation wird an Stelle de: 
Glaskapillare eine in. ein 
feine Spitze auslaufende Pi 
pette (J) an den Gasschlaucl 

Abb. 1. Sehematisch, die Grévenverhiiltnisse gesteckt und diese yay die in 

stad vernachiieclet. dem ElektrodengefaB des 

lonometers befindliche Indi 

katorlosung getaucht, wobei der Gasstrom nicht unterbrochen werden darf. Nun 
6ffnet man auch den Hahn einer zweiten neben der Pt-Elektrode in die Fliissigkeit 
tauchenden Pipette (J), so daB die Indikatorlésung von zwei Spitzen her von Gas 
perlen durchstrémt wird. Nach einer halben Minute wird mit dem Reduktions. 
mittel bis an die negative Greaze der Umschlagszone titriert, um bei etwa noc! 
vorhandenen Sauerstoffresten einen Spielraum innerhalb des Umschlagsgebietes 
zu haben. Nach Beendigung der Titration legt man an den Zufiihrschlauch de: 
Pipette Z cinen Quetschhahn und entfernt den so verschlossenen Schlauch 
oberhalb des Quetschhahnes von seinem Ansatzrohr, wobei die Pipette selbst 
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n der jetzt noch von der Pipette 7/7 her durchstrémten Fliissigkeit verbleiben 
muB. Durch Fingerdruck wird aus dem mit Quetschhahn verschlossenen 
Schlauch ein Teil des Gases herausgepreBt und dafiir Indikatorlésung hoch- 
gesogen. Dann hebt men die Pipette etwas iiber die Flissigkeit, entleert durch 
Fingerdruck ein bis zwei Tropfen und saugt dafiir etwas von dem iiber der 
Indikatorlésung befindlichen Gas ein. Auf diese Weise wird die Fliissigkeitssaule 
oben und unten durch das sauerstofffreie Gas geschiitzt. Die so vorbereitete 
Pipette J wird mit ihrer Spitze dann schnell gegen den aus dem Trog heraus- 
flie®Bendem Gasstrom durch die Anhangs6ffnung in den Trog eingefithrt. Sobald 
die Spitze der Pipette im Trog und also véllig vom Gasgemisch umgeben ist, 
driickt man vorsichtig die an der Spitze befindliche Gasblase heraus und bringt 
durch weiteres Ausdriicken die gewiinschte Indikatormenge in den Trog. 
Wahrend das Gas weiter durch den Frog strémt, wird noch die Serumverdiinnung 
durchperlt und dann in derselben Weise rasch 0,5 ccm davon in den retorten- 
formigen Anhang pipettiert. AnschlieBend verjagt man die Luft aus dem 
Anhang durch Einfiihren einer vom Gasgemisch durchstrémten Pipette unter 
leichtem Schiitteln und setzt den Anhang dann schnell lose in die fiir ihn be- 
stimmte Offnung des Troges. Es erweist sich als zweckmaBig, zwischen Anhang 
und Schliff einen kleinen Holzspan zu klemmen, um so dem Gas weiter Austritt 
zu gewahren und doch zu gleicher Zeit den Anhang zu fixieren. Einige Minuten 
wird der Trog noch unter leichtem Schiitteln durchstré6mt und dann nach 
Entfernung des Holzkeiles der auBen gefettete Anhang fest in den Schlift ein- 
yedriickt und der Hahn des Barcroft-Manometers geschlossen. Die Einbringung 
its Wasserbad, Ablesung usw. wurden in iiblicher Weise vorgenommen. Um 
den linearen Verlauf der Hydrolyse zu kontrollieren, wurden alle 10 Minuten 
Teilresultate und nach 60 Minuten das 

Gesamtergebnis festgestellt. Die bei 350 

den oben beschriebenen Vorgangen ver- | Draonin 

wendeten Mengen an Indikator, Reduk- = di 
tionsmittel usw. finden sich in dem Pa 
Protokollbeispiel. ¥ 2 


leerversuch {/ / 


Ergebnisse, is 


Von der Reihe der gebriuch- 


. . »Soukenthuar, 
lichen Indikatoren standen uns zur / yy leukathonn 
Verfiigung: Rosindulin GG, Safra- aol / gif 


nin T, Indigodisulfonat, Indigo- j 
trisulfonat, Indigotetrasulfonat, Me- 
thylenblau, Thionin, Toluylenblau, 
2, 6-Dichlorphenolindophenol. Von 
diesen untersuchten Farbstoffen 
zeigten in unreduziertem Zustande 





Thionin, Methylenblau, Safranin ‘ 0 Dw  W % wOMn 
und Toluylenblau besondere Wir- pour 
kungen. 

Kin Zusatz von 97 Thionin mindert die Fermentaktivitit um 
50°. Diese Hemmung wird durch teilweise Uherfithrung in Leuko- 
thionin (Reduktion bis zum Farbumschlag) vermindert (Abb. 2). Bei 
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Zugabe eines Uberschusses an Reduktionsmittel wird die Hemming 
fast ganz aufgehoben. Vollstiindig liBt sie sich wahrscheinlich des 
halb nicht beseitigen, weil auch in diesem Falle stets noch ein Rest 
oxydierten Thionins persistiert. Héhere Konzentrationen kénnen 
wegen der geringen Léslichkeit des Thionins nicht angewendet werden 
Dassetbe gilt auch fiir das Toluylenblau. 


Die Untersuchungen mit Methylenblau ergaben fiir die oxydiert, 
Form Ubereinstimmung mit den Resultaten von Rentz!. Bei der Reduk- 
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tion mit Hydrosulfit konnte indessen ein dem Thionin analoges Resultat 
abgelesen werden: 20 y Methylenblau hemmen die Hydrolyse_ voll- 
stiindig; bei einem Zusatz von 26+» Leukomethyvlenblau ist hingegen 
eine nur unbedeutende Wirkung zu beobachten (Abb. 3). 

Weiter fanden wir eine erhebliche Hemmungswirkung beim 
Toluylenblauu. Ein Zusatz von 15 y des unreduzierten Farbstoffes 
bewirkt eine Verminderung der Reaktionsgeschwindigkeit um 90°... 
Die Reduktion mit Hydrosulfit schwicht zwar diese Wirkung. ab, 
jedoch nur in geringem MaBe (Abb. 4). 

In Ubereinstimmung mit Riechert und Wieland? erwies sich das 
Safranin ebenfalls als Hemmungsk6érper. 60+ Safranin vermindern die 
Geschwindigkeit der Spaltung auf 38°, 
Menge bis zum Farbumschlag reduzierten Safranins zeigt jedoch zum 


des Leerversuchs. Die gleiche 


1B. Rentz, |. c. 2 W. Riechert u.. Th. Wieland, |. c¢. ‘ 
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Unterschied von den oben beschriebenen Farbstoffen die gleiche Wirkung 
wie seine oxydierte Form. 

Die Léslichkeit des Leukothionins und Leéeukotoluylenblaus ist 
derjenigen der oxydierten Form dieser Farbstoffe gegeniiber nicht 
herabgesetzt. Dies gilt nicht fiir das Methylenblau, welches leichter 
léslich ist als sein Leukoderivat. Jedoch erscheint hier eine Erklirung 
der Enthemmung durch die bei der Reduktion erfolgende Verminderung 
der gelésten Menge deshalb nicht einleuchtend, weil die Konzentrationen 
weit unter der Sattigungsgrenze des Leukomethvlenblaus liegen (Cohen, 
(ibbs und Clark). 

Bei der Beurteilung der urspriinglichen Fragestellung miissen die 
bisher beschriebenen Farbstoffe auBer acht gelassen werden, weil ihnen 
Hemmungswirkungen zukommen, die von ihrem Redoxpotential 
wweifellos unabhiingig sind. Erst nach Ausschaltung obiger Farbstoffe 
ist es méglich, festzustellen, ob sich die tibrigen in oxydiertem Zu- 
stande indifferenten Indikatoren in ihrer Umschlagszone anders ver- 
halten. Durch die Untersuchung von Rosindulin, Indigodisulfonat, 
indigotrisulfonat, Indigotetrasulfonat und 2, 6-Dichlorphenolindophenol 
wurden folgende die entsprechenden Umschlagsgebiete begrenzenden 
ry-Bareiche durchgegangen: 2 bis 5; 8,5 bis 10,5; 9,5 bis 12: 11,5 bis 13,5; 
») bis 26. Wegen molekularspezifischer Hemmung der entsprechenden 
Indikatoren fielen also die Gebiete von ry 5 bis 7,5 und 13,5 his 20 aus. 
lediglich das Umschlagsgebiet des Safranins konnte durch schwichere 
Reduktion des Rosindulins bei elektrometrischer Kontrolle ebenfalls 
leritihrt werden. Im Verhalten der oxydierten und der am Umschlags- 
pinkt befindlichen Inaikatoren konnte kein Unterschied festgestellt 
werden. Beide Formen verhielten sich in bezug auf das Ferment 
indifferent. DaB fiir die Fermentaktivitit in der nicht direkt beriihrten 
Zone von ry = 13,5 bis 29 ebenfalls keine besonderen Bedingungen 
hestehen, geht aus folgender Uberlegung hervor: In oxydiertem Zustand 
liegt, wie erwihnt, das Potential aller untersuchten Farbstoffe iiber 
ry = 18. Sobald nun die hemmenden Farbstoffe Thionin, Toluylenblau 
und Methylenblau zum Umschlag gebracht werden und sich damit 
ihre Potentiale entsprechend ihrem Umschlags-ry-Wert zwischen 13 
und 18 bewegen, wird die Hemmung vermindert, d.h. im Sinne des 
indifferenten Verhaltens geiindert. Diese Tatsache liBt mit groBer 
Sicherheit darauf schlieBen, daB in dem nicht direkt untersuchten 
ri-Gebiet besondere vom Potentialwert abhingige Effekte nicht zu 
erwarten sind. Mithin ist also die hemmende Wirkung der in der ein- 
gangs angefiihrten Literatur beschriebenen Systeme sowie der von uns 
als wirksam befundenen Farbstoffe als molekularspezifisch anzusehen 
tnd ihr Zusammenhang mit der GroBe des Redoxpotentials abzulehnen. 


1 Literatur bei Kiihnau, |. c. 
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Zusammenfassung, 


1. Es wird der EinfluB verschiedener Redoxindikatoren in 
diertem, halbreduziertem und reduziertem Zustand auf die Aktivit,: 
der Cholinesterase untersucht. Die dazu ausgearbeiteten Ergiinz. 


zur manometrischen Methode werden beschrieben. 

2. Thionin und Toluvlenblau hemmen die Aktivitaét der Chol) 
esterase. 

3. Die hemmende Wirkung von Thionin und Toluylenblau. soy 
die von Methylenblau wird dureh Cherfithren in die Leukoforn 
mindert,. 

4. Die Wirkung der als Hemmungskérper beschriebenen Re: 
svsteme ist molekularspezifisch und unabhingig von ihrer Reduktions 
Oxvdationslage. 


Anhang: Leispiel eines Versuchsansatzes. 
Trog 1: Temperatur- und Eigenhydrolysenkorrektur. 
Trog Il: O75 cem einer 1° igen  Acetyleholin - Ringerlésuny 
0.55 cem Ringerlésung ~ 0,20 cem einer 80 mg® igen Rosinduli 
ringerlésung: in den Anhang 0.5 cem |: 5 verdiinntes Menschenserw 


Trog III: 075 cem 1° ige Acetylcholinringerlésung 0.50 cen 
Ringerlésung -- 0,25 cem folgender Lésurg: 5 cem Rosindulinringe: 


losung, 30 mg° ig, werden mit | ccm Natriumhydrosulfurosum- Ringe: 
lésung. 200 mg? ig, anaerob gemischt ; es erfolgt Umschlag. In den Ap. 
hang: 0.5eem Serumverdiinnung 1: 5. 

Trog IV: O75 cem 1° ige Acetyleholinringerlésung +- 0,75 ce 


Ringerlésung. In den Anhang 0.5 cem Serumverdiinnung |: 5. 
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Uber die Wirkung von Chinon 
und anderen thiolgruppenbindenden Giften 
auf die Bernsteinsiuredehydrase. 

Von 
Heinr. Bergstermann und W. Stein. 

(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Jena.) 
(Eingegangen am 20. Marz 1944.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Auf Grund seiner Untersuchur gen iiber die Aktivitit der Bernstein- 
siuredehydrase kommt Hopkins (1) zu der Auffassung, dab fiir die 
Aktivitét des Ferments Thiolgruppen von ausschlaggebender Bedeutung 
sind. Besonders der folgende Versuch spricht nach den bisher vor- 
liegenden Erfahrungen tiber Thiolgruppen mit groBer Wahrscheinlich- 


) ' keit dafiir, daB SH-Gruppen bei der Tatigkeit des Ferments cine wichtige 
‘LOstung 


Rolle spielen. Wird nimlich Muskelbrei mit SS:Glutathion versetzt 


- und nach einiger Einwirkungszeit ausgewaschen, so hat der Brei seine 
'dehydrierende Wirkung gegeniiber der Bernsteinsiiure verloren. Er 
kann aber wieder aktiviert werden, wenn man ihn der gleichen Be- 
| handlung mit reduziertem Glutathion oder Cystein unterwirft. 


Unvereinbar mit der Anschauung von der Bedeutung von Thiol- 
gruppen fiir die Aktivitat der Bernsteinsiiuredehydrase schien uns eine 
Arbeit von Mazza und Laurenza (2) zu sein, die den thermischen Koeffi- 
zienten der enzymatischen Bernsteinsiuredehydrierung gegeniiber 
Sauerstoff bzw. Chinon als Acceptorsubstanzen untersuchten und dabei 
fanden, daB die Dehydrierungsgeschwindigkeit in den Chinonansitzen 
um etwa 150°, gréBer war als in den Versuchen mit O, als Acceptor. 
Chinon ist bekanntlich ein schweres Gift fiir SH-Grupper, die unter 
Kinwirkung von Chinon teils oxydiert werden, meist aber weitere 
irreversible Verinderungen vor allem im Sinne einer Thioitherbildung (3) 
etleiden. 

Die von den Autoren zur Anwendung gebrachte Konzentration 
von 0,03 mol. Chinon war sehr hoch und es schien uns schwer verstand- 
lich, daB unter Einwirkung von Chinon die Bernsteinsiiuredehydrase 
noch nach 60miniitiger Versuchsdauer vdéllig ungeschiidigt arbeiten 
kann, wenn die Intaktheit ihrer SH-Gruppen fiir die Aktivitit des 
Ferments erforderlich ist. 

Wir haben aus diesem Grunde Versuche mit Bernsteinsiiure- 
dehydrase und Chinon als Acceptorsubstanz angestellt und konnten 
dabei unter den vérschiedensten Versuchsbedingungen immer wieder 
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die Feststellung treffen, daB Chinon fiir die Bernsteinsiure ein schw ere. 
Gift darstellt. In Enzymlésungen geniigte bereits !/g999 mol. Chinon 
um eine deutliche Aktivitatsverminderung der Bernsteinsiuredehyd';.. 
zu erzielen. m/2000 Chinon hemmte die Bernsteinsiuredehydrase jn 
einer Enzymlésung fast vollstandig. 


Die Hemmung trat in Versuchen mit Sauerstoff bzw. Methylenblay 
als Acceptorsubstanz auf und war auch unter Beriicksichtigung. dag 


Chinon eventuell selbst als Acceptorsubstanz dienen kann, sehr deutlich, 
Dabei war auffillig, daB die Giftwirkung stirker in Erscheinung trat 
wenn dem Chinon vor Zugabe der Bernsteinsiiuredehydrase Gelegenheit 
geboten wurde, auf das Enzym einzuwirken. Das Substrat iibte demnach 
einen gewissen, wenn auch beschrinkten Schutz auf das Fermentsysten, 
aus. Zur Erklirung dieser Erscheinung bestand einmal die Méglichkeit, 
daB ein Teil des Chinons bei Anwesenheit von Succinat hydriert und 
damit entgiftet wird. Weiter war aber auch denkbar, daB die Bindung 
des Substrats an das Ferment einen gewissen Schutz fiir funktions. 
wichtige Teile des Ferments, z. B. fiir SH-Gruppen, bedeutet. Es wurde 
deshalb untersucht, ob eventuell unterschwellige Chinondosen zu 
Hydrochinon reduziert und dadurch entgiftet werden. 

Hydrochinon ist namlich im Vergleich zu Chinon viel weniger giftig, wic 
vor allem Labes (4) an verschiedenen biologischen Objekten zeigen konnte. 
Das gleiche konnten wir auch im Thunberg-Versuch und bei der manometrischen 
Messung des O,-Verbiauchs einer Enzymlésung mit Succinat als Substrat 
feststellen, wo eine Hydrochinonkonzentration von m/100 noch v6éllig unwirk- 
sim Ware 

Wir gaben deshalb in einem Versuchsansatz A mehrmals unter- 
schwellige Dosen Chinon und verglichen mit einem Ansatz B, der die 
gleiche Chinonmenge wie A, aber auf einmal, mit der letzten unter- 
schwelligen Dosis in A erhielt. Dabei zeigte sich, daB die unterschwelligen 
Chinondosen keineswegs entgiftet wurden. Im Gegenteil war entsprechend 
einer lingeren Einwirkungszeit der unterschwelligen Chinonmengen in 
Ansatz A die Entfairbungszeit hier wesentlich linger als in Versuchs- 
ansatz B. Dieser Versuch spricht dafiir, daB Chinon bereits in unter- 
schwelligen Dosen eine irreversible Reaktion mit bestimmten Gruppen 
der Bernsteinsiiuredehydrase eingeht und einen Teil des Ferments vou 
seiner Tiitigkeit ausschaltet. Der noch funktionstiichtige Teil des 
Férments ist nicht in der Lage, Wasserstoff in nennenswertem Mabe 
an Chinon abzugeben und dadurch eine Entgiftung zu Hydrochino: 
herbeizufiihren, es sei denn, diese Hydrierung selbst ist mit einer irrever- 
siblen Schidigung des Ferments verbunden. 

Die Schutzwirkung gegeniiber Chinen, die die Anwesenheit von 
Bernsteinsiiure auf das Ferment ausiibt, kann demnach nicht auf eine 
Entgiftung zu H ydrochinon beruhen. Sie ist kaum anders zu verstehen, 
als daB das Substrat selbst mit den chincnempfindlichcn Gruppen in eny 
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Beziehung tritt, und so eine Schutzwirkung vor der Vergiftung durch 
Chinon zustande kommt. 

In weiteren Versuchsansiitzen wurde der Chinonumsatz selbst 
jodometrisch und potentiometrisch verfolgt. Dabei konnten wir fest- 
stellen, daB durch Einwirkung der Enzymlésung auf Chinon eine Ab- 
nahme der Chinonkonzentration zum Teil unter Bildung von Hydro- 


chinon erfolgt. jedoch wurden genau die gleichen Versuchsergebnisse 

in den Ansaitzen mit und ohne Succinat erzielt. Die Reduktion von 
° , . s . 

Chinon zu Hydrochinon erfolgt demnach nicht durch enzymatische 


fdtigkeit der Bernsteinsiiuredehydrase. 


Versuchsteil, 
I. Lésungen. 


Herstellung der Enzymlésungen. Extremitétenmuskulatur von frisch ge- 
schlachtetem Rind wurde von Fett und Fascie befreit und dreimal durch den 
Fleischwolf gedreht. 140 g der Masse wurden in 1'/, Liter dest. Wassers suspen- 
diert. Nach viertelstiindigem Stehen wurde die rétliche Flissigkeit von dem 
grau-roten Satz dekantiert und verworfen. Der Satz wurde erneut in I'/, Liter 
dest. Wassers suspendiert. Nach 10 Minuten wurde im Nesseltuch scharf ab- 
gepreBt und der Riickstand mit 25 g vorher iin Morser fein pulverisierter Glas- 
scherben (Reagensglaser) im mechanischen Morser 1 Stunde lang verrieben unter 
successivem Zusatz von insgesamt 180 ccm 1/,,;mol./sekundéren Na-Phosphats 
(Sérensen). Nach einstiindigem Stehenlassen im Eisschrank wurde 15 Minuten 
lang bei 3000 Touren/Minute zentrifugiert. Die tiberstehende rétlich-grau 
opaleszierende Fliissigkeit wurde als Enzymlésung verwandt. Die Ausbeute 
betrug 190 cem. Das py wurde potentiometrisch zu 7,6 bestimmt. Nach Zusatz 
von 10cem !/, mol. primarem Kaliumphosphat hatte sie ein py von 7,1. Die 
Enzymlésung wurde im Eisschrank aufbewahrt und tragt das Zeichen ,,.Enzym- 
loisung A‘. 

In ahnlicher Weise wurden auch die tibrigen Enzymlésungen hergestellt, 
« B. auch das in der weiteren Arbeit als ,,Enzymlésung B* bezeichnete Praparat, 
das aus Hundefleisch bereitet wurdé. Im Standardversuch nach Lehmann trat 
bei Enzymlésung A Methylenblauentfarbung nach 12 Minuten, bei Enzym- 
ljsung B in weniger als 4 Minuten ein. Das mit B, bezeichnete Praparat ist 
mehrere Tage alte Enzymlésung B. 

Die Phosphatpufferlésungen wurden in folgender Weise hergestellt: 4 Teile 
',,;mol. KH, PO, (Sdérensen, Merck) und 6 Teile '/,; mol. Na, H PO, (Sédrensen, 
Merck) wurden zusammengegeben und als neutrale Phosphatpufferlésung ver- 
wandt. Zur Herstellung der Chinonlésungen kam das Praparat fiir wissen- 
schaftliche Zwecke von Merck zur Anwendung. Sie wurden stets kurz vor 
Gebrauch frisch angesetzt. Zur Herstellung der Na-Succinatlésung diente das 
Praparat Natr. Succinicum cryst. (Merck) und zur Herstellung der Methylen- 
blaulésung das Praparat Methylenblau med. chem. rein und chlerzinkfrei von 
Verck. 

Il. Versuche. 


Manometrische Methodik. 


Zur Untersuchung des Sauerstoffverbrauchs der Enzymlésung bedienten 
wir uns der von Warburg angegebenen Methodik!. Zu den verschiedenen Ver- 


' Vgl.z. B. F. Dickens in Meth. d. Fermentforsch. 1, 985, Leipzig 1941. 
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suchsansatzen wurden die in der Kurve angegebenen Gesamtkonzentratioye 
Chinon zugesetzt und der Sauergstoffverbrauch gemessen. 

Aus der kurvenmaBigen Darstellung des Sauerstoffverbrauchs ist deutlic} 
ersichtlich, wie mit steigendem Chinongehalt der Sauerstoffverbrauch de; 
Enzymlésung absinkt. Bei m/2000 Chinonkonzentration ist der Sauerstoff 
verbrauch nur noch sehr gering und hért nach 1 Stunde vollstandig auf. De 
Chinongehalt des Versuchsansatzes V entspricht dem der Kurve IV, nur hatt, 


das Chinon bereits vor Versuchsbeginn '» Stunde lang ohne Substrat 


/ Kontrolle er 


iul 
cmun 

















~ ¥ Stunden 


Abb. ft. 
Die Versuchstrége enthielten in 5 cem Gesamtfliissigkeit 3 ccm Phosphatpuffer (m/15 
py 7,9), 0,5cem m/5 Na-Succinat und leem Enzytnlésung. Zum SechluB wurden die ent 
sprechenden Chinonmengen zugesetzt. Die der Kurve V entsprechende Chinonkonzentratio: 
ist die gleiche wie im Versuchsansatz 1V. Ansatz V wurde jedoch bereits '/, Stunde vor) 
mit Chinon, jedoch ohne Natriumsuccinat, angesetzt. Erst unmittelbar vor Versuchsbegi: 
wurde dann das Suecinat dem Versuchsansatz zugegeben. 


das Enzym eingewirkt. Unter diesen Versuchsbedingungen ist die Schadigun: 
der Enzymlésung wesentlich starker, wie aus einem Vergleich mit Kurve | 
hervorgeht. In Versuchsansatz IV ist namlich auch nach !stiindiger Versuc 
dauer der Sauerstoffverbrauch wesentlich gréB8er als in Versuchsansatz V |» 
Versuchsbeginn. 


Der Versuch spricht fiir eine gréBere Empfindlichkeit der Enzymlési 
gegeniiber Chinon in Abwesenheit von Succinat. 


Methvlenblaumethode. 


Um nun zu entscheiden, ob die Chinonschadigung das Succinodehydras 
system oder den sauerstoffaktivierenden Teil des Fermentsystems_betrifft 
wurden weitere Versuche nach der Thunberg-Methodik angestellt. 

In den Versuchen sollte festgestellt werden, ob und bis zu welchen Chino: 
konzentrationen sich eine Hemmung der Methylenblauentfarbung nach weise: 
l#Bt. Dabei ist zu beriicksichtigen, daB das Normalpotential des Chinon-Hydro 
chinonsystems positiver ist als das des Methylenblan-Leukomethylenblausystem: 
und dementsprechend Leukomethylenblau durch Chinon oxydiert wird. Ein 
Hemmung ist also erst dann anzunehmen, wenn im Kontrollansatz (ohne Chino: 
eine gleiche oder gréBere Methylenblaumenge vorhanden ist, als der Summe vi 
Chinon und Methylenblau im Versuchsansatz entspricht, und trotzdem ein 
schnellere bzw. gleiche Entfarbung der Kontrolle beobachtet wird. Die Enzy) 
lésung ist die gleiche wie im Sauerstoffversuch. 
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Tabelle I. 









Thunberg-Rohrchen Nr. : 
















Aqua Gest. .....cseeseceees cem | 0,3, — . 
Phosphatpuffer m/15 (px 7,0) ,, 1,7 1,7 ey, i 1,7 
Enzymlésung A ............ » | 0,6 | 0,5 0,5 0,6 0,5 
Na-Succinat m/6........... ss 1. 0,21 0,2 0,2 0,2 0,2 
CRIMOR:. 64 v4 erated elas" s a 0,3 m/800 0,3 m/400 0,3 m/200 
Methylenblau m/200 ....... » | — | 0,3 sr : 

~ MOOD ..6 25. « LOST OS 0,3 0,3 0,3 
Entfarbungezeit............ Min. 12 20 20 180 Psa 









Auch unter Verwendung der T’hunberg-Methodik ist demnach die Hemmung 
durch Chinon deutlich. Die Versuche zeigen eine gute Ubereinstimmung mit 
den entsprechenden manometrischen Untersuchungen des O,-Verbrauchs. 







Diese Versuche wurden unter geringen Abanderungen der Versuchs- 
methodik und mit anderen Enzympraparaten mehrmals wiederholt, immer mit 
dem gleichen Versuchsresultat. Bei sehr konzentrierten hochaktiven Praparaten 
beginnt die Hemmung bei m/5000 Chinon, wahrend verdiinnte weniger aktive 
Praparate schon bei geringeren als m/10000 Chinonlésungen eine Hemmung 
der Enzymtatigkeit erkennen lie Ben. 






Tabelle II gibt einen Versuch wieder, in dem eine praktisch unterschwellige 
Dosis Chinon in Abstanden von 15 Minuten zugegeben wurde, um zu entscheiden, 
ob eine Entgiftung des Chinons durch Reduktion zu Hydrochinon erfolgt, wenn 
das Ferment geniigend lange Einwirkungszeit auf Chinon erhalt, ohne sofort 
durch zu groBe Chinonmengen vergiftet zu werden. 




















Tabelle II. 
Thunberg-Rohrehen Nr.: 1 2 3 4 6 7 
pS See eee ccm | 0,5 | 0,35 | 0,65;0,9 0,7 | 0,2 | 0,2 
Phosphatpuffer m/15 (px 7,0) ,, 16/15 }1,6 (15 ,15 (15 | 16 
Na-Succinat m/5............ me 0,2 | 0,2 |0,2 |0,2 ; 0,2 | 0,2 0,2 
Enzymlésung B............. re 0,6 0,5 0,6 {0,5 | 0,6 | 0,6 0,5 
Co ie. | a an a 0,15 
nach 16 Min.......... By 0.15 0,15 
i Sean a 0,15 0,16 i 
ee ga re ee ee 0,15 0,15 0,45 0,15. 0,6 | 
Methylenblau m/800......... - 0,3 | 0,45'0,3 (0,3 | 0,3 | 0,3 0,3 | 
Entfarbungszeit .......... .. Min. 4 5 5 18 9 26 14 





Der Vergleich mit den Versuchsansatzen, in denen die Gesamtchinonmenge 
auf einmal zugegeben wird, zeigt, daB von einer Entgiftung nicht die Rede 
sein kann, im Gegenteil ist die Entfarbungszeit entsprechend einer teilweise 
langeren Einwirkung der unterschwelligen Chinondosen sogar verlangert. 







Die starkere Schadigung der Fermentlésung bei langerer Einwirkungszeit 
geht auch aus Tabelle III hervor, wo bei 30 Minuten langer Einwirkung dic 
Entfarbungszeit von 11 auf 18 Minuten verlingert wird. Fehlt wahrend diese: 
Einwirkungszeit das Substrat, naimlich Na-Succinat, so dauert die Entfarbungs- 
zeit sogar 36 Minuten. Das Substrat ibt demnach einen deutlichen Schutz 
gegen die Vergiftung des Ferments durch Chinon aus. 








ee — 
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Tabelle III. 





Thunbderg-Réhrchen Nr.: 


Anus dett.. 22s... 
Phosphatpuffer m/15 
Enzymldésung B,........... 
Na-Succinat m/5 

Chinon m/800 


< 


SlSforo 
Sho oOo 0 


30 Minuten Einwirkung im Thermostaten unter O,-AbschluB 
durch Evakuieren der Thunberg-Rohrchen. 
Chinon m/800 0,3 
Na-Succinat m/5........... -- 


Methylenblau m/8Q0 0,3 0,3 0,6 
Entfarbungszeit in. 11 8 


Versuche unter Anwendung titrimetrischer und potentio- 
metrischer Methodik }. 


Wie wir bereits oben andeuteten, tritt bei der Einwirkung von Chinon 
auf Enzym nach einiger Zeit eine Vermehrung der jodreduzierenden Substanzen 
auf, die wir als Bildung von Hydrochinon aus Chinon deuteten. Allerdings 
erfolgt diese Reduktion nicht durch enzymatische Tatigkeit der Bernsteinsaure- 
dehydrase, denn der Umsatz in Kontrollversuchen ohne Succinat unterschied 
sich nicht von den in den Hauptversuchen erhaltenen Umsatzen. Dieses Ergebnis 
erzielten wir in Versuchen, dic in enger Anlehnung an die Versuche von Mazza 
und Laurenza durchgefiihrt wurden. Wegen Einzelheiten der Versuchsmethodik 
verweisen wir auf die Diss@rtationsarbeit Stein!. Mazza und Laurenza haben 
nicht auf Hydrochinon titriert, sondern haben nach der Methode von Valeur? 
de Chinonumsatze verfolgt. Auch in ihren Versuchen verbrauchte der Kontroll- 
ansatz ohne Succinat Chinon, wenn sich auch iiber den Umfang dieses Chinon- 
verlustes keine Angaben finden; jedoch geben sie bei Zusatz von Bernsteinsaure 
einen gesteigerten titrimetrisch nachweisbaren Chinonverlust an. Die Differenz 
des Chinonverbrauchs zwischen Versuchs- und Kontrollansatz wurde als Hydro- 
chinonbildung aus Chinon durch Wasserstoffiibertragung der Succinodehydrase 
von Succinat auf Chinon angesehen. Wir konnten einen derartigen Unterschied 
zwischen WKontroll- und Versuchsansatz auch bei Titration auf Chinon nicht 
nach weisen. 

Auch die potentiometrische Verfolgung der Chinonumsatze zeigte zwischen 
Versuchs- und Kontrollansatz keinen Unterschied. Dabei bedienten wir uns 
folgender Methodik: 

Drei mit einem Gummistopfen verschlossene 100 com Weithalsrundkolben 
wurden mit KCi-Kaoiin-Agarheber untereinander verbunden und mit Platin- 
elektroden verschen. Das mittlere Kélbchen wurde mit Veibellésung® gefiillt 
und diente als Vergleichselektrode, die beiden auBeren Kélbchen nahmen den 
Versuchs- und den Kontrollansatz auf. Die drei Kélbchen wurden gemein- 
schaftlich evakuiert und dann mit reinem Stickstoff gefullt. AnschlieBend 
wurden sic in einen Thermostaten von 37° versenkt und die Potentialdifferenz 


Wegen Eimzelheiten der Versuchsmethodik siehe Dissertation Stein, 
Jena 1943, —- ? 1. M. Kolthoff, Die MaBanalyse, Il. Teil, 2. Aufl., S. 492. 
Berlin 193l. —~ % M. Steiner in Meth. d. Fermentforsch. 1, 790, Leipzig 1941. 
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Tabelle IV. 





Kdlbchen Nr.: 


RA IN 60 ia os hehe wie ims com 
Phosphatpuffer aa m/4 

Na-Succinat m/2 . 
Enzymlésung A 15 
Chinon m/100 ! 10 





| Potential- 

Zeit differerenz (in mV) : 
(Minuten nach Chinonzusatz) §——---——— : Bemerkungen 
Nr. 1 Nr. 2 ¢ 


1—16 3 mal evakuiert und mit N, 
aufgefiillt. 
16 259 257 Temperatur 18°. 
17 — - In Thermostaten (37°). 

55 296 294 
94 296 294 
9% si — Zugabe von je 10cem Hydro- 

- a *~hine ( 379). 

104 313,5 311,5 chinon 0,011 mol. (37°) 

105 Zugabe von weiteren je 10 cem 


Hvdrochinon 0,011 mol. (379). 
111 320,5 318,5 
112 = Aus dem Thermostaten 
nommen. 

113 - Zugabe von je 30cem m/2 
Kaliumjodid Schwefelsiure. 
Starkelésung 0,2% . 

Verbrauch 
Na-Thiosulfat n/100_,, 6,7 


gemessen. Die Tabelle IV gibt einen derartigen Versuchsansatz wieder. Dic 
vorgelegten Chinonmengen sind zehnmal kleiner als die von Mazza und Laurenza 
gewahlten. 

Am Ende des Versuchs wurden zweimal 10 ccm 0,011 mol. Hydrochinon 
zugegeben. Aus der vorher gemessenen und der daraufhin sich einstellenden 
Potentialdifferenz 1a8t sich die Chinon- und Hydrochinonmenge berechnen. 
Zum SchluB wurde auf Chinon titriert. Die potentiometrisch berechneten Werte 
zeigten mit den durch Jodometrie erhaltenen gute Ubereinstimmung. Von 
dem vorgelegten Chinon liegen noch etwa 35°, als Chinon vor, 40° sind zu 
Hydrochinon reduziert worden, der Rest ist nicht mehr nachweisbar. Det 
Potentialunterschied von 2 Millivolt zwischen Versuchs- und Kontrollansatz 
bleibt wahrend des ganzen Versuchsansatzes gleich. Er beruht auf einem Eimste|! 
fehler der Elektrode. In einem zweiten Versuch lag umgekehrt die Potential! 
differenz im Kontrollansatz um 2 Millivolt héher. 

Bei héheren Chinonvorlagen war die Ubereinstimmung zwischen jodo 
metrischen Werten und potentiometrischen Werten weniger gut. Das liegt 
vermutlich daran, daB sich bei hohen Konzentrationen schon in groBerem 
Umfange Assoziationskomplexe- zwischen Hydrochinon und Chinon bilden, div 
bei Erreichen der Sattigungsgrenze als Chinhydron auskristallisieren, in ciweiB 
reichen Lésungen aber anscheinend leicht von EiweiB adsorptiv gebunden 
werden und dabei das EiweiB ausflocken. 











H. Bergstermann u. W. Stein: 


Riickblick, 


Wihrend in den letzten Jahren iiber die prosthetischen Gruppen 
einer Reihe von Redoxasen einige Klarheit geschaffen wurde, herrsclit 
liber die Bernsteinsiuredehydrase noch ziemliche Unkenntnis. Aus 
diesem Grunde ist immer wieder versucht worden, durch Zusatz hemmend 
wirkender Stoffe ein Bild von ihrem Wirkungsmechanismus zu gewinnen 


Uber die Vergiftung der Bernsteinsiureatmung liegen eine Reihe 
von Arbeiten vor. Labes betrachtet bei seinen Vergiftungsversuchen 
das System der Bernsteinsiiusedehydrase als einen ,,Reduktionsort’, 
der unter anderem durch solche Stoffe geschidigt werden kann, welche 
heftig mit gewissen Reduktionsmittcln zu reagieren vermégen. Zur Vor- 
aussage einer erheblichen Giftigkeit von Seleniten und Telluriten auf 
derartige Reduktionsorte kam Labes (5) auf Grund seiner Untersuchungen 
liber die entgegengesetzte Rolle von Oxydations- bzw. Reduktions. 
prozessen bei der Giftigkeit der Wasserstoff- und Sauerstoffverbindungen 
des Arsens und pharmakologisch verwandter Stoffe. Die Giftigkeit der 
wasserstoffreichen, leicht oxydierbaren Verbindungen. AsHs, SH», HJ 
(bzw. Na J) war in vielen Fallen von der Mitwirkung oxydierender Stof{: 
(bzw. des mehr oder weniger aktiven Sauerstoffs selbst) abhingig, 
welche diese Wasserstoffverbindungen zu den Elementen oder ihnen 
nahestehenden Oxydationsstufen oxydierten. Dabei lieB sich zeigen 
da8 diese Elemente in kolloidaler Verteilung tatsichlich haimolytisch 
bzw. cytolytisch stark wirksam sind. Durch diese Untersuchungen 
wurde es verstandlich, warum der Arsenwasserstoff im gesamten Warm- 
bliiterorganismus vorwiegend das sauerstoffreichste Gewebe, nimlich 
das Blut, als Angriffsort bevorzugt. Im Gegensatz zu diesen oxydier- 
baren Wasserstoffverbindungen greifen die teilweise leicht reduzverbaren 
Sauerstoffverbindungen (As.V3, SeOg, TeO,, Gold- sowie Platinsalze) 
nach Labes vorzugsweise an Reduktionscrten des Organismus, z. B. im 
Darm an, wo reichlich aktiver Wasserstoff vorliegt, welcher nach 
Heffters Untersuchungen teilweise den Thiolgruppen des Cysteins 
entstammt. Aus diesem Grunde vermutete Labes als Ursache des 
pharmakologischen Effekts dieser Sauerstoffverbindungen eine Wechsel- 
wirkung mit den reduzierenden Stoffen dieser Reduktionsorte, wobei die 
Sauerstoffverbindungen entweder zu den giftigen Elementen reduziert 
wiirdén oder mit den Thiolgruppen reagierten, da ja neben der Reduzier- 
barkeit dieser Sauerstoffverbindungen ihnen die Reaktionsfahigkeit 
mit Schwefelwasserstoff gemeinsam ist. Er konnte (6) fiir beide Reak- 
tionsméglichkeiten experimentelle Unterlagen liefern. Fiir den Angriff 
der arsenigen Siiure auf Thiolgruppen sptach die von ihm entdeckte 
Verbindung Arsentricysteid, deren Léslichkeitsprodukt nach seinen 
Messungen kleiner als 10-1! war und dadurch auf eine sehr groBe Affinitat 
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zwischen Cystein und arseniger Saiure hinwies. Aus diesem Grunde 


pp 
ae kam Labes vor Kenntnis der Voegtlinschen Arbeiten auf ganz anderem 

ie Wege zu gleichem SchluB8 wie vorher Voegtlin, daB namlich die arsenige 

ond Saure ein Gift fiir die Atmungsfunktion der Thiolgruppen sei. 
nen Auch fiir die zweite Méglichkeit, daB die obigen Sauerstoffverbin- 
feihe dungen an den Reduktionsorten dadurch giftig wirken kénnten, daB sie 

chen zu den giftigen Elementen reduziert wiirden, brachte Labes experimen- 
ort. telle Belege (7). Wahrend Speichelamylase durch unverindertes 
alche Tellurit oder Selenit in ihren Funktionen unbeeinfluBt bleibt, wird sie 

Vor- nach Zusatz allein ungiftiger reduzierender Stoffe sofort vergiftet. So 

auf ruft Hydrazinzusatz sofort eine kolloide Ausscheidung von elementarem 
agen Selen und Tellur hervor, welche die Amylase adsorbiert und nach 

Ons- kurzer Zeit irreversibel vernichtet. Da bei der Vergiftung eines Organs 
angen mit telluriger Siure an den Reduktionsorten eine Schwarzung durch 

der elementares Tellur stattfindet, vermutete Labes eine Schidigung der 

H.) —E .diese Reduktion verursachenden dehydrierenden oder die Dehy- 

toffe drierung anderer Wasserstoffdonatoren fermentierenden Kérper (Thiol- 

gig, verbindungen, Dehydrasen)". 

— Methylenblauentfirbungsversuche mit Muskelbrei (7) bestitigten 

™ diese Vermutung in ziemlich spezifischer Weise. Wahrend die Funktion 

isch der Paraphenylendiaminoxydation (des  ,,Oxydationsortes) durch 

igen Selenit und Tellurit praktisch unbeeinfluBt blieb, wurde das System 

cmap der Bernsteinsiuredehydrase (als ,,Reduktionsort“) sehr schnell ver- 

lich giftet. Labes deutet diese Versuche als Wechselwirkung mit reduzierenden 

ier- Stoffen, die zur Blockierung der Reduktionsorte fiihrt. Wahrend er 

i urspriinglich an die Mitbeteiligung reduzierender Thiolgruppen dachte, 

Ize lieB er in einer spiiteren Arbeit (8) den Gedanken an eine Beteiligung 

a von Thiolgruppen an diesem System fallen, da merkwiirdigerweise die 

meh ursenige Siiure die Bernsteinsiiuredehydrase des Muskelbreis nicht | 
“th vergiftet. 

des ; 
aol. Bersin (9) deutet die Reduktion von telluriger und seleniger Saure | 
die als durch Thiolgruppen bedingt. Er konnte zeigen (10), daB tellurige ; 
‘ert und selenige Siiure die Autoxydation von Thiolgruppen steigern, wobei i 
er- als Zwischenprodukt Selen- bzw. ‘Tellurmercaptide von der Formel 
seit Se(SR). bzw. Te(SR). entstehen, die unter bestimmten Bedingungen i 
ak- unter Ausscheidung von freiem Selen und Tellur zerfallen. Auch andere 
riff Fermentsysteme. wie Papain (11) und Urease (12), deren Aktivitit von } 
kte der Intaktheit von SH-Gruppen abhingt, werden durch Selenit gehemmt. i 
= In einigen orientierenden Versuchen konnten wir uns davon tiber- 
tit zeugen. dab neben dem Chinon Tellurite und Selenite einen stdrker | 


schidignadcn KinfluB auf Bernsteinsiuredehyvdrase ausiiben, solange 
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kein Na-Succinat vorhanden ist. Der Schutz durch das Succinat js; 
bei diesen Kérpern wesentlich deutlicher als beim Chinon. Beim Tellurit 
z. B. ist die zur Hemmung des Ferments erforderliche Telluritkonzent ra. 
tion bei 30 Minuten langer Einwirkung ohne Succinatschutz etwa 20 ma! 
geringer und betrigt bei geeigneten Enzymlésungen etwa 1 : 200(K)\) 
Natriumtellurit. Diese Versuche sprechen mehr fiir die erste von Lal: 
diskutierte Wirkungsweise; nimlich, daB nicht der durch das Ferment 
aktivierte Wasserstoff durch Reduktion der Tellurite und Selenite 
die Giftigkeit verursacht, sondern eine Reaktion mit geeigneten Gruppen 
des Ferments selbst das Entscheidende ist. Méglicherweise erfolgt diese 
im Sinne der von Bersin beobachteten Reaktion von Seleniten mit 
SH-Gruppen. In weiteren Versuchen erwies sich naimlich auch das 
Natriumarsenit als Succinodehydrasegift, besonders wenn ihm Gelegen. 
heit geboten wird, einige Zeit ohne Succinatzusatz auf das Ferment 
einzuwirken. 

DaB Thiolgruppen fiir die Aktivitat der Bernsteinsiuredehydrase 
von Bedeutung sind, wird vor allem durch die bereits oben erwahnten 
Arbeiten von Hopkins (1) sehr wahrscheinlich gemacht, der auch zeigen 
konnte, daB Jodessigsiiure, die als thiolgruppenbindender Stoff bekannt 
ist, die Bernsteinsiuredehydrase hemmt. Zur gleichen Auffassung 
kamen Euler und Hellstrém (13), welche fanden, daB die Aktivitit ihre: 
Succinodehydrasepraparate durch Reduktion mit Natriumhydrosulfit 
gesteigert, durch Oxydation mit Ferricyanid dagegen herabgesetzt 
wurde. Morgan und Friedmann (14) zeigten die Hemmung der Succino- 
dehydrase durch Maleinsiiure und deuteten cen Effekt als Reaktion 
mit SH-Gruppen des Enzyms, wie ja tiberhaupt Maleinsiure solche 
Enzymsysteme hemmt, in denen SH-Gruppen eine Rolle spielen bzw. 
die durch SH-Glutathion aktiviert werden. Cedrangolo und Balbi (15) 
wiesen nach, da& Porphyrexid durch oxydierende Wirkung die Succino- 
dehydrase vergiftet. Diese Vergiftung ist in Analogie zu dem Befund 
von Hopkins mit Glutathion reversibel, da die Aktivitit durch Reduk- 
tionsmittel wie Cystein und Ascorbinsiiure wiederhergestellt werden 
kann. Auch sie deuten ihre Beobachtungen als eine Wechselwirkung 
des Porphyrexids mit SH-Gruppen. 


In Ubereinstimmung mit diesen Angaben haber. unsere Chinon- 
versuche gezeigt, daB das oxydierend wirkende und als Thiolgift stark 
wirksame Chinon keineswegs véllig unschidlich fiir Bernsteinsiure- 
dehydrase ist. wie aus der Arbeit von Mazza und Laurenza hervor- 
zugehen scheint, sondern ein hochwirksames Succinodehydrasegift dar- 
stellt. Es besteht also auch hier keinerlei Widerspruch gegen die An- 


nahme, da8 SH-Gruppen fiir die enzvmatische Tatigkeit dieses Ferments. 


von Bedeutung sind. 
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Wirkung von Chinon usw. auf die Bernsteinséuredehydrase. 


Zusammenfassung, 


Chinon stellt ein schweres Succinodehydrasegift dar. Bereits bei 
viner Konzentration von 1) yo999 mol. ab kann eine Hemmung der Enzym- 
,irksamkeit nachgewiesen werden. Die Versuche stehen im Gegensatz 
yu Ergebnissen von Mazza und Laurenza, nach denen Chinon durch 
succinodehydrase leicht reduziert wird. Da Chinon ein recht wirksames 
qift fiir Thiolgruppen ist, waren die Angaben von Mazza und Laurenze 
ynvereinbar mit der Annahme von Hopkins, daB fiir die Tiitigkeit des 
Ferments intakte Thiolgruppen erforderlich sind. 

Die Giftwirkung des Chinons ist in Abwesenheit von Bernsteinsiure 
stirker. Bernsteinsiure tibt demnach eine Schutzwirkung gegen die 
Vergiftung der Bernsteinsiuredehydrase durch Chinon aus. Eine 
\esentlich stiirkere Schutzwirkung des Substrats wurde bei Vergiftungs- 
versuchen der Bernsteinsiuredehydrase mit -Tellurit, Selenit und 
Arsenit festgestellt. Z. B. waren bei Anwesenheit von Succinat und 
30 Minuten langer Einwirkungszeit bei 37° 20mal gréBere Telluritdosen 
yur Fermenthemmung erforderlich als bei Einwirkung ohne Succinat. 
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Die Wirkung von Oxyphenolen und aromatischey 
Aminen und deren Oxydationsprodukten 
auf Blutegelbauchmarkpriparate. 

(Ein Beitrag zur biologischen Bedeutung von Dehydrierungs- 
bzw. Oxydationsprozessen chinon- und diiminbildender Kérper.) 

Von 
Heinrich Bergstermann. 

(Aus dem Pharmakologischen, Institut der Universitat Jena.) 
(Eingegangen am 20. Marz 1944.) 

Mit 3 Abbildungen im Text. 


A. vr. Szent Gyérgy (1) hat gezeigt, daB chinonbildende Dioxy. 
phenole und aromatische Diamine als H-Donatoren dienen und dic 
Funktionen eines Wasserstoffiibertrigers bei der Veratmung von 
Sauerstoff durch Muskelgewebe tibernehmen kénnen. Sie geben dabei 
zunichst als Wasserstoffdonatoren zwei Wasserstoffatome direkt oder 
indirekt an den Luftsauerstoff ab, indem sie sich in die Chinon- bz 
die chinonartige Diiminform verwandeln. In dieser Chinonform sind 
sie als H-Akzeptoren faihig, der im Muskelbrei vorliegenden Milchsiure 
den durch Fermente aktivierten Wasserstoff zu entreiBen und sie somit 
durch Dehydrierung zu oxydieren. Dabei wird das Chinon selbst wiede: 
zu Polyphenol (bzw. Diamin) zuriickgebildet, das den tibernommenen 
Wasserstoff dann wieder nach Art eines Co-Ferments der Geweb. 
atmung iiber weitere Fermentsysteme an den Luftsauerstoff weitergibt 


Nach Evens (2) fihrt das o-Dioxyphenolderivat-Adrenalin zu einer starken 
Erhéhung des Sauerstoffverbrauchs des Herzens. Dies legt nach den Beob- 
achtungen von Szent-Gyérgyi die Vermutung nahe, da8 auch das Adrenalii 
als chinonbildender H-Ubertrager den Wasserstoff irgendwelcher anaerober 
Stoffwechselprodukte oder anderer Brennstoffe als Atmungsferment auf den 
Luftsauerstoff iibertrigt und so durch verstarkten Sauerstoffverbrauch dei 
Energieumsatz des Herzens férdert. Labes (3) stellte aus diesen Gedanken 
heraus die Frage, ob auch die pharmakologische Wirkung des Adrenalins mi! 
einer solchen Beginstigung der Wasserstoffiibertragung vom Brennstoff zun 
Sauerstoff in Beziehung steht. Er zeigte, daB ein GefiBmuskelstieifen, .der i 
ciner dafiir eingerichteten Apparatur sorgfaltig vom Sauerstoff befreit war, auf 
Adrenalinzugabe nicht mit einer Kontraktion antwortete. Diese Adrenalin 
kontraktion des GefaBmuskels trat aber momentan ein, wenn nachtraglt! 
Sauerstoff in die Apparatur eingeleitet wurde. Dies legte die Deutung nabv. 
daB das Adrenalin tatsichlich erst dann wirksam wird, wenn ihm die Méglichkei 
zur Bildung des Chinons gegeben wird, das die Dehydrierung der Brennstoffi 
vermittelt. Den spateren Versuchen von Gremels (4), der nachwies, daB da: 
Dioxybenzolderivat Adrenalin den Sauerstoffverbrauch des Herzens viel starke' 
anregt als das Sympatol, hat Labes die Deutung gegeben, daB das Adrenali! 
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direkt durch O, in,das Chinon iiberfiihrt werden kann, wabrend das Sympatol, 
das nur ein phenolisches Hydroxy! besitzt, erst durch Oxydation ein zweites 
Hydroxyl erhalten muB, um zum Chinonbildner zu werden. 

Um der Frage, ob bei der erregenden Wirkuny des H ydrochinons 
auf das Zentralnervensystem vieler Tiere eine Chinonhildung beteiligt 
sei, niherzukommen, benutzte Lahes (5) die Eigenschaft einer wiisserigen 
Hydrochinonlésung, sich bei alkalischer Reaktion durch den Luft- 
suuerstoff relativ schnell spontan zu oxydieren, wiihrend bei saurei 
Reaktion und Abwesenheit geeigneter Katalysatoren die Oxyvdation 
fast ausbleibt. Als Versuchsobjekt wiihlte er nicht das oxydasereiche 
und einen Jebhaften Stoffwechsel aufweisende Riickenmark der Wirbel- 
tiere, sondern das Bauchmark von Wiirmern, das einen viel geringeren 
Sauerstoffbedarf hat. Gab er zu einem in leicht saurer Losung suspen- 
dierten Blutegelbauchmarkpriiparat Hydrochinon zu. so blieb eine 
ovvdative Verfiirbung des Hydrochinons aus, und das Bauchmark- 
priparat inderte seine rhythmische Kontraktion kaum, selbst wenn 
nan zu Konzentrationen von Hydrochinon 1: 306) heraufging. Ganz 
anders wirkte das Hydrochinon in alkelischem Milieu, wo es sich sofort 
durch den Luftsauerstoff oxydierte. Hier trat bereits bei sehr hohen 
Hvdrochinonverdiinnungen sofort eine ungeheure Frequenzsteigerung 
der Kontraktionen auf. AuBerdem wurde der Tonus (die NKurven- 
fuBpunkte) des Priiparats auBerordentlich erhdéht. Nach wenigen 
Stunden war das Priiparat in eine starke Kontraktur tibergegangen 
und airreversibel gelihmt. Labes ceutete sowohl den anfiinglichen 
Erregungseffekt als auch die spitere Kontrakturbildung und_ irre- 
versible Schiidigung des Priiparats als eine Folge des gebildeten Chinons. 
das in die Dehydrierungs- und Atmungsprozesse steigernd bzw. schiidi- 
gend eingreift. Dab Hydrochinon tatsiichlich an geeigneten Objekten 
die O-Atmung um das Mehrfache steigern kann. zeigte spiiter Runn- 
strom (6) an unbefruchteten und befruchteten Seeigeleiern. 

Bei den Versuchen von Labes war offengeblieben, ob die erst 
erregende und dann schiidigende Wirkung der alkalischen Hydrochinon- 
lisung auf das Blutegelzentrenpriiparat tatsiichlich durch infolge der 
Sauerstoffgegenwart gebildete Oxydationsprodukte hervorgerufen war 
oder ob das alkalische Reaktionsmilieu als solehes vielleicht durch 
Steigerung der Hydrochinondissoziation die starke Erregung und die 
anschlieBende Liihmung verursacht haben kénnte. In dieser Arbeit 
wird gezeigt. dab sich durch SauerstoffabschluB auch bei alkalischer 
Reaktion die anfiingliche Erregung und die nachfolgende Lihmung 
verhindern liBt, daB also Orydationsprodubte fiir die starke Tonizitiits- 


steigerung einer alkalischen Hydrochinonlésung verantwortlich gemacht 


werden miissen. Weiterhin wurde das Verhalten des Chinons als Oxyda- 
tionsprodukt des Hydrochinons und einiger Chinon- und Diiminbildne: 
uf das Bauchzentrenpriiparat des Blutegels gepriift. 
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H. Bergstermann: 


A, Versuche, 


1. Bemerkungen zur Versuchsmethodik. 


Bei den Untersuchungen bedienten wir uns der gleichen Methodik, wie sj 
von Labes (5) angegeben worden ist. Die Blutegel wurden in der dort besehri 
benen Weise prapariert und in Froschringerlésung mit dem einen Ende an eine, 
(ialgen fixiert, der gleichzeitig der Sauerstoffzufiihrung diente. Das ander 
Ende war an einem Schreibhebel befestigt, der die Bewegungen des Praparat, 
auf einer Kymographiontromme! aufzeichnete. 

Als UntersuchungsgefaBe dienten Becherglaser, die mit 200 ccm Ringer 
lésung gefiillt wurden. Bei den in sauren Lésungen durchgefiihrten Versuchey 
wurde die Sauerung durch Zupipettieren von 10 cem m/10 NaH, O, zu 200 ce, 
Ringerlésung erreicht. Ein alkalisches Reaktionsmilieu erhielten wir durch 7; 


sae 























Abb. 1. 


yabe von 2cem m/10 Na,CO, oder 10 ccm m, 10 Na,H PO, und !), bis 1 cc: 
in/l0 NaH, PO,. Die Ausgangslésungen wurden aus den handelsiiblichen Pra 
paraten der Firmen Merck und Schering hergestellt. Das Paraphenylendiam:: 
wurde zuvor in heiBem Wasser gelést, mit Kohle versetzt, filtriert, und das so 
gereinigte auskristallisierte Produkt verwandt. 


Einige Versuche wurden unter Ausschlu8 von Sauerstoff durchgefihrt 
Dabei anderten wir die von Labes (3) fiir die Adrenalinuntersuchungen an 
Carotisstreifen verwendete Apparatur fiir O,- bzw. H,- und N,-Durchstrémung 
etwas ab. Wir benutzten einen etwa 20cm hohen Glaszylinder (s. Abb. 1), der 
mit einem Gummistopfen verschlossen werden konnte. Etwa 5 em vom obere 
Rande war cin 10cm langes Glasrohr mit einem Winkel von 45° nach abwiart: 
angeschmoizen. Der Faden zum Schreibhebel wurde iiber cin in den Gummi 
stopfen eingelassenes Radchen durch das Glasrohr und um ein weiteres Radche 
zum Schreibhebel geleitet. Der durch eine Bohrung des Gummistopfens gefiihrt: 
Galgen diente zur Zufiihrung von O,, H, oder N,. In einer weiteren Durch 
bohrung war ein durch einen kleinen Gummistopfen verschlieBbares Glasrol 
eingelassen, das zum Einpipettieren der zu untersuchenden Lésung diente. 
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Wahrend der Zufuhr dieser Lésung verhinderte ein kraftiger Wasserstoff- cder 
stickstoffstrom, daB gréBere Mengen Luftsauerstorf in das Gefa8 eindringen 
konnten. Bei Verschlu8 dieses Glasrohres strémte der Wasserstoff durch das 


. 


n den Glaszylinder eingeschmo!zene Glasrohr, dessen Ende in Paraffinlésung 













Wile sic B suchte, um den Zutritt von Sauverstoff zu vermeiden. 
“ei Wasemnetots wurde aus arsenfreiem Zink mit reinster Seivweteliene . 
soil ne vestellt, mit 2% Kaliumpermanganat, 6% Sublimat und Pyrogallolkalilauge 
A parats yvewaschen. Der so gereinigte Sauerstoff wurde in einer Vorratsflasche aut- 
vefangen. Zum Gebrauch wurde er mit Wasser aus der Flasche gedriickt und 
— nochmals durch drei Waschflaschen mit Pyrogallolkalilauge geschickt. Stick- 
ices stoff, der aus: Ammoniumsulfat und Natriumnitrit hergestellt wurde, wurde 
00 ce ebenfalls in cinem VorratsgefiB aufgefangen und vor Gebrauch dreimal mit 
i Zh. Pyrogallolkalilauge gewaschen. 





Durch diese Methodik gelang es, die UntersuchungsgefaBe soweit sauerstoff- 
frei zu bekommen, daB die Oxydation des Hydrochinons in ausreichendem MaBe 
verhindert wurde. In allen anderen Versuchen, in denen die Wasserstoff- oder 
stickstoffdurchstr6mung nicht besonders erwahnt ist, wurde dauernd O, durch- 
veleitet (etwa pro Sekunde eine Gasbiase). 









2. Hydrochinonversuche unter AusschluB von Sauerstoff. 


Lates? hat bereits am Bauchmark des Blutegels die Wirkung des Hydro-: 
chinons untersucht und gefunden, daB eine mit Sauerstoff durchstrémte alkalische 
Hydrochinonlésung sehr viel giftiger wirkt als eine mit primaren Natriumphosphat 
angesiuerte Hydrochinonlésung. Auch das Vergiftungsbild war vdéllig anders 
geartet. Wahrend sich die Hydrochinonwirkung einer 1: 2000 verdiinnten 
Hydrochinonlésung bei schwach saurem Reaktionsmilieu nur durch eine sehr 
schwache Erregung mit geringer VergréBerung der Hubhéhe und maBiger 
Haufung der Kontraktionsfolge au8erte, zeigte das Praparat bei alkalischem 
Reaktionsmilieu bereits in einer Hydrochinonlésung 1: 40000 eine auBerst 
heftige Erregung, die zu maximalen, schnell aufeinanderfolgenden Kontraktionen 
fihrte. Diese Kontraktionen wurden nach kurzer Zeit nicht mehr von regel- 
maBigen Erschlaffungen abgelést, sondern den maximalen Kontraktionen 
folgten immer schwacher werdende Entspannungen, so da dic Amplituden 
immer kleiner wurden. Nach etwa 3 Stunden entwickelte ‘sich in halber Kon- 
tiaktionsstellung eine Dauerkontraktur und eine Priifung auf Reversibilitat der 


























deer Vergiftung in frischer Ringerlésung ergab, daB die Praparate irreversibel schwer 
; Pra. geschadigt waren. Eine Prifung mit Nicotinlésung kurze Zeit nach der Chinon- 
damnit cinwirkung zeigte jedoch, daB der Muskel seine Kontraktionsfahigkeit noch 
las so nicht véllig verloren hatte. Das von Labes beschricbene Vergiftungsbild cine: 
stark verdiinnten alkalischen O,-haltigen Hydrochinonlésung s.eht abniich aus 

fiuhrt wie das Chinonvergiftungsbild in Abb. 3 dieser Arbeit. 
nal Die in mehr als zebnmal so konzentrierter saurer Hydrochinonlésung auf- 
mung ychangten Praparate lieBen nur eine ganz geringe Frequenzsteigerung und 
), der selbst nach 1 Tage keine wesentliche Schadigung erkennen. Eine geringe oxy- 
beret dative Verfarbung trat hier erst nach vielen Stunden auf. Wurden dic Bauch- 
warts markstiicke wieder in frische Ringerlésung gebracht, so zeigten sie ein Verhalten, 
mm das sie von unbehandelten Praparaten in keiner Weise unterschied., Eine 
Iche dkalische Hydrochinouldsung zeigte also cine wesentlich starkere Giftwirkung 
iuhrte 
urch- or ; aa ‘ ini ane bis oar 

hy readwell, Lehrb. d. analyt. Chem. (11. Aufl.) 2, 666, Leipzig 1935. 
* Vel. R. Labes, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 152, 120, 1944, Abb. 1. 
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als eine-saure Hydrochinonlésung. Labes vermutete, daB im alkalischen Reak. 
tionsmilieu Oxydationsprodukte gebildet werden, die diese intensive Wirkuny 
entfalten, : 7 

Um auszuschlieBen, daB in den Versuchen von Labes nicht da. 
wlkalische Reaktionsmilieu als solches, vielleicht durch stirkere Diss. 
ziation des Hydrochinons, sondern oxydative Zersetzungsprodukte dic 
Giftwirkung entfalten, wurden die Versuche unter Ausschlu8 yoy 
Sauerstoff wiederholt. Es galt zu zeigen, daB unter Sauerstoffausschluf 
die Erregung und die nachfolgende Lahmung ausbleibt. Eine aus. 
reichend Oy-freie Untersuchungslésung wurde durch AbschluB gegen 
Luftsauerstoff und gleichzeitige Durchstr6mung der Untersuchungs. 
fliissigkeit mit Wasserstoff und Stickstoff nach der im vorigen Abschnitt 
geschilderten Methodik erhalten. 


Abb. 2. Versuch mit 5ecm 1%igen Hydrochinons in 200 ccm alkalischer Ringerlisung unter 
SauerstoffausschluB. (Versuch vom 15. Dezember 1939. Blutegelpriiparat mit 32 Ringen, 
Belastung 10¢ + 3g.) 

Bis a) (241): Sauerstoffdurchleitung. 

a) 24h: AbschluB gegen Luftsauerstoff und Durchleitunz von Wasserstoft. 

b) 1115’: Zugabe von 2 ccm m/10 Na,€O3. 

¢) 12815’: Zugabe von 5ecm 1%igen Hydrochinons. Leichte griinmliche Ver- 
fiirbung, dic jedoch fast sofort wiederum abblaBt. 
17h15’: Ersatz der klaren Hydrochinonlésung durch frische Ringerlésung, an Stelle von 
Wasserstoff wird wicderum Sauerstoff durchgeleitet. Daraufhin kriftige und gehiiufte 
Kontraktion des Blutegelpriiparats. e 
21h45': Zugabe von leem 1%igen Hydrochinons und 2cem Na,CO, (m/10). Kura 
Erregung und. unmittelbar darauffolgende Lihmung des Priiparats. 
oh45': Zugabe von frischer Ringerlésung. Das Priiparat crweist sich trotz Zugabe frischer 
Ringerlésung als irreversibel gelihmt. 

Die niiheren Einzelheiten der Versuche sind afis der Abb. 2 er- 
sichtlich. 


Bis @ wurde das Praparat mit O, durchspiilt. Bei @ wurde der Sauerstoff 
strom abgestellt und der Sauerstoff durch cinen Wasserstoffstrom ausgetricben 
Mit zunchmender Sauerstoftverarmung licB die Héhe der Einzclkontraktionen 
nach. Die Kontraktionen wurden unregelmaBiger und seltener. Nach etwa 
12 Stunden wurde bei 6 2cem m/10 Na,CO, zugegeben und nach kraftiger 
H,-Durchspiilung wurden bei ¢ 50 Minuten spiter 5cem 1° ,iges Hydrochinon 
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zupipettiert. Das Hydrochinon war durch vorheriges Kochen mdglichst ven 
Sauerstoffspuren befreit. Nach Hydrochinonzugabe trat keine Haufung de: 
Kontraktionsfolge auf. Die gelegentlichen Kontraktionen zeigten, daB das 
Praparat durch den Sauerstoffentzug nicht die Fahigkeit verloren hat, sich zu 
kontrahieren. Dureh O,-Mangel scheint nur die Erregbarkeit herabgesetzit zu 
sein. Die auBerordentlich heftige Erregung, wie sie bei alkalischer Reaktion 
und Zugabe von Hydrochinonlésung bei gleichzeitiger O,-Durchstrémung in 
den Versuchen von Labes zum Ausdruck kam, fehlte véllig. 5 Stunden spater, 
bei d, wurde der H,-Strom unterbrochen und Sauerstoff zugefiihrt. AuBerdem 
wurde, um eine schnélle Vergiftung mit Hydrochinon zu verhindern, die Hydro- 
chinonringerlésung durch frische Ringerlésung ersetzt. Daraufhin traten fast 
augenblicklich kraftige Kontraktionen in schneller Aufeinanderfolge auf, die be- 
wiesen, daB das Praparat bei fehlender Einwirkung von Luftsauerstoff trotz alk-- 
lischer Reaktion und der zehnfachen Hydrochinondosis wie in den Versuchen von 
Labes noch nach 5 Stunden voll funktionsfahig war. Nach crneuter Hydro- 
chinonzugabe und Carbonatzusatz bei Sauerstoffgegenwart (vgl. e) hérten nach 
kurzer Zeit unter Gelbfarbung der Lésung die Kontraktionen auf. Auch nach 
Zufuhrung frischer Ringerlésung bei f zeigte das Praparat keine Kontraktionen 
mehr und erwies sich als irreversibel. geschidigt. Die Kontraktionsfolge bei d 
erscheint lebhafter als normal und die Vergiftung bei e erfolgte rasch und ohne 
deutlich hervortretende Erregung. Das mag daran liegen, da8 wahrend der 
Jangen Zeit, in der das Hydrochinon auf das Praparat eingewirkt hat, von 
diesem verandertes oder unverindertes Hydrochinon aufgenommen worden ist, 
Dieses Hydrochinon 148t sich durch Auswechseln der Ringerlézung nicht mehr 
ohne weiteres entfernen und fihrt bei Zutritt von O, schnell] zu einer irre- 
versiblen Schidigung. Aufferdem war das Praparat zu dieser Zeit, bereits 
36 Stunden alt. 


Der Versuch zeigt deutlich, daB in den Versuchen von Lahes Oxyda- 
tionsprodukte oder der OxydationsprozeB als soleher die Giftigkeit 


wlkalischer Hydrochinonlésungen bedingten und die Giftsteigerung bei 
ukalischer Reaktion nicht dem Hydrochinonion zugeschrieben werden 
darf. 

53. Hydrochinonersuche mit Suljitzusatz. 


Da sich bekanntlich die Oxydation von Polyphenolen durch Sulfit- 
aigabe unterdriicken léBt, wurden Versuche mit Hydrochinon und 
Sulfitzusatz angestellt. Das Sulfit stellt ein gutes Reduktionsmittel 
fiir Chinon dar. Andererseits wirkt Hydrochinon gegeniiber der Sulfit- 
oxydation als Inhibitor, d.h. die Sulfitoxydation wird durch Hydro- 
chinonzusatz verzégert, wahrscheinlich durch vorzeitigen Abbruch von 
Kettenreaktionen (7). Ein Sulfitzusatz zu  Hydrochinon macht also 
beide Kérper gegen Sauerstoff unempfindlicher. 

Selbst groBe Konzentrationen von Sulfit (Na,SO, + 8 H.O), 
4. B. eine 0,2° ige Sulfitringerlésung, die mit saurem Phosphat (10 cem 
m/10 Na HP Og auf 200 cem Ringerlésung) angesiiuert oder mit Natrium- 
carbonat (2cem m/10 Na gCOs auf 200 cem Ringerlésung) alkalisch 
gemacht war, fiihrte auch nach mehrstiindiger Einwirkungszeit zu keiner 
schweren Schiidigung des Priparats. Wohl hérten nach etwa | bis 
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2 Stunden die Kontraktionen mehr oder weniger vollstindig auf, bracht, 
man aber das Praparat in frische Ringerlésung zuriick, so zeigte sic| 
daB es seine Kontraktionsfihigkeit behalten hatte. Méglicherweise wir|: 
lediglich der Sauerstoffmangel wie im Erstickungsversuch im Sinne eine: 
Herabsetzung der Erregbarkeit des Priparats. Hydrochinonzusit, 
zur 0,2° igen Sulfitringerlésung iibten auch bei alkalischer Reaktio, 
und einer Hydrochinonkonzentration 1: 1000 keinen nennenswerte; 
Kinflu8 auf das Blutegelzentrenpriparat aus, d.h. das Priparat blie 
auch weiterhin recht wenig erregbar. Nur von Zeit zu Zeit erfolgs 
eine vereinzelte Kontraktion. Ersetzte man jedoch nach 5 bis 8 Stunde 
die Sulfit-Hydrochinonringerlésung durch frische Ringerlésung, so trate 
bereits nach kurzer Zeit die fiir ein normal arbeitendes Priiparat chara} 
teristischen Kontraktionen auf. Das Praparat war demnach durch ¢ 
Sulfit-H ydrochinonringerlésung trotz alkalischer Lésung nicht geschidig: 
worden, wiihrend,ohne Sulfitzusatz selbst 20mal geringere Hydrochinoy. 
konzentrationen schon nach 3 Stunden bei alkalischer Reaktion 7; 
einer irreversiblen Schiidigung fithren. 

Bemerkenswert ist, daB bei héheren Sulfitkonzentrationen und Hydr 
chinonzusatz nach 1 bis 3 Tagen eine blauliche Fluoreszenz beobachtet werde: 
kann. Eine Braunfarbung, die auf eine oxydative Zersetzung von Hydrochino: 
hinweisen wiirde, ist auch nach mehreren Tagen nicht erkennbar. 

In Versuchen mit geringeren Sulfitvorlagen, z. B. 2 bis 5c 
10° iger Sulfitlésung auf 200 ccm Ringerlésung, waren die Kontraktione: 
der Blutegelpriparate seltener und unregelmaBiger als die Kontraktione: 
der in Ringerlésung aufgehingten Kontrollpriparate. Manchmal horte: 
sie ahnlich wie bei héheren Sulfitvorlagen fast ganz auf. Gab man ale 
gleichzeitig oder wenige Stunden spiater Hydrochinon zu, so zeigten «i 
Bauchmarkpriparate recht lebhafte Bewegungen, die viele Stunde: 
anhielten. Durch die gegenseitige Hemmung ihrer Oxydation sthein' 
demnach in Kombinationsversuchen mit Sulfit und Hydrochinon de 
Sauerstoffentzug in der Ringerlésung geringer zu sein, so daB der 
Zentrenpriiparat geniigend Sauerstoff zur Atmung iibrig bleibt. Auc' 
nach 24 Stunden war trotz alkalischer Reaktion noch keine erhebliche 
Schiidigung des Priiparats festzustellen. 

Noch geringere Sulfitzusitze fiihrten nach mehreren Stunden / 
Braunfirbung. Nach Oxydation des Sulfits wurde auch das Hydr 
chinon oxydiert und entsprechend wurden die Praparate irreversibe 
geschadigt. 

4. Versuche mit Chinon. 


Die oben durchgefiihrten Versuche haben den eindeutigen Bewes 
erbracht, daB die Giftwirkung alkalischer Hydrochinonlésung von de’ 
Einwirkung von Luftsauerstoff abhingig ist, daB also Oxydation- 
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produkte des Hydrochinons den sqhidigenden Einflu8 ausiiben. Hier 
war in erster Linie an das Chinon zu denken. Es schien deshalb inter- 
essant zu erfahren, wie sich das Blutegelpraparat gegeniiber Chinon 
als Oxydationsprodukt des Hydrochinons verhalten wiirde. 
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Abb. 3 stellt die Reaktion eines Zentrenpraparats auf eine Chinon- 
lésung 1: 10000 dar, die mit der iiblichen Menge Natriumcarbonat 
alkalisch gemacht wurde. Der Versuch zeigt, daB das Chinon in alkali- 
scher Lésung fast in gleicher Weise reagiert wie das alkalische Hydro- 
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5 ec Abb.3. Versuch mit 4ccm 0,5 %igen Chinons in 200 ccm alkalischer Ringerlésung. 

4 (Versuch vom 8. November 1939. Blutegelpriparat mit 37 Ringen. Belastung 10 ¢ + 3g.) 
ctione! Wiihrend des ganzen Versuchsverlaufs Sauerstofidurchleitung 
‘tione! a) 18h20’: Zugabe von 2 ccm m/10 Na,CO:. 

. b) 19h: Zugabe von 4cem 0,5%igen Chinons. Leichte braungriine Fiirbung, die beim Um- 
horte: mischen etwas abblaBt. 
in abe 21h: Intensive Braunf‘irbung der Ringerlésung. 

ce) 22h: Zugabe frischer Ringerlésung, keine Erholung. Das Priiparat ist irreversibel gelabmt. 

ten iit 
bunile chinon bei O,-Zutritt. Das Chinon in saurer Lésung wirkt ahnlich, 
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héchstens etwas schwiicher als alkalisches Chinon, aber auch hier 
kommt das charakteristische Versuchsbild zum Ausdruck, das von 
Labes beim Versuch mit alkalischem Hydrochinon und Sauerstoff 
beobachtet wurde. Wir sehen zunichst wieder die starke Erregung 
(Frequenzsteigerung) und nach einigen Stunden die nachtriigliche 
Schidigung und Dauerkontraktur. Bei der Wirkung der alkalischen 

























len / und mit Sauerstoff durchspiilten Hydrochinonlésung kommt es deni- 

Tydr nach vorwiegend auf die Chinonbildung an. Das alkalische Milieu und 

ersibe der Sauerstoff haben nur eine indirekte Bedeutung dadurch, da sie 
die Chinonbildung férdern. 

Auffallig war, daB, um den gleichen Effekt am Blutegelpraparat zu erzielen, 

Bowe Yom Chinon gleiche oder manchmal sogar gréBere Dosen erforderlich waren 

als vom Hydrochinon, das die zur Vergiftung erforde1liche Chinonkonzentration 

on de erst durch Oxydation bilden mu. Das gab Veranlassung, die Oxydations- 
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geschwindigkeit ciner alkalischen Hydrochinonlésung durch Titration mit Jod 
zu verfolgen. 


In einem Leerversuch mit 1: 20000 Hydrochinon wurde bei der [H+] eine: 
m,/1000 Natriumcarbonatlésung und bei O,-Durchstrémung unmittelbar nacl; 
Einpipettieren der Hydrochinonlésung bereits nur noch dreiviertel des vorgelegten 
Hydrochinons wiedergefunden. Der Rest muB bei dieser Verdiinnung durch 
den im Wasser enthaltenen Sauerstoff oxydiert worden sein. Nach Ablauf eine; 
halben Stunde war mehr als die Halfte des vorgelegten Hydrochinons oxydiert, 
eins kleiner Rest von etwa '/; bis '),, des Hydrochinons blieb noch mebrer 
Stunden nachweisbar. Die Oxydationsgeschwindigkeit lieB sich nicht im: 
genau in gleicher Weise reproduzieren. 


Bei der Priifung der Hydrochinonzersetzung wahrend eines Blutey 
versuchs wurde sofort nach Zugabe des Hydrochinons ungefahr die Gesamtmen_ 
Hydrochinon wiedergefunden. Die Oxydationsgeschwindigkeit erscheint als 
zu Anfang gegeniiber der Kontrolle etwas gehemmt bzw. durch einen Gege 
prozeB riickgangig gemacht. Nach einer halben Stunde jedoch ergaben Versuch- 
und Kontrollésung etwa gleiche Hydrochinonwerte. Schon Labes hatte beol 
achtet, daB beim Einpipettieren von Hydrochinon in eine alkalische Ringe: 
lésung, in der ein Blutegelpraparat suspendiert ist, zunichst eine griinge|! 
Farbung auftritt, die nach kraftiger Vermischung wieder weitgehend abblaii: 
Diese Beobachtung legte den Gedanken nahe, daB vom Blutegel Wasserstoff 
donatoren in die Lésung diffundieren, die das vom Sauerstoff dis Wassers 
oxydierte Hydrochinon wieder reduzieren. Tatsaichlich enthielten 50 ccm eine: 
mit Phosphatpuffer [H+] = 1- 10-7 gepufferten Ringerlésung, in der ungefah: 
eineinhalb Blutegel in kleinste Stiicke zerschnitten etwa 6 Stunden gelegen 
hatten, nach Entfernung der Blutegelstiicke 3-10-% Millimol jodreduzierend: 
Substanzen, die sich mit und ohne Chinonzusatz nachweisen lieBen. Bei 200 cen 
wdrde das 1,2-10-* Millimol ausmachen. Da lecm 1°%%iges Hydrochinon 
(9- 10-% Millimol) 1,8-10-* Millimol Jod entspricht, geht daraus hervor, da‘ 
in unseren Versuchen unter Umstanden mit einer recht erheblichen redu. 
zierenden Wirkung des Blutegels auf das vorgelegte Chinon zu rechnen wa: 
Allerdings war anzunehmen, daB die reduzierende Wirkung in den Versuche: 
selbst geringer sein wiirde als in dem oben angefiihrten Beispiel, wo ve: 
haltnismaBig vicl mehr, dazu noch kleingeschnittene Blutegelstiicke mit 
zleichen Menge Ringerlésung in Berithrung gestanden hatten. 

Da einerseits Hydrochinon bei Sauerstoffzufuhr und geeignete 
Wasserstoffionenkonzentration schnell oxydiert wird und andererseit- 
Chinon vom Blutegel teilweise zu Hydrochinon reduziert wird, wit 
verstindlich, daf zur Erzielung des gleichen Effekts am Blutege!- 
zentrenpraparat Chinonmengen erforderlich waren, die den in de: 
Hydrochinonversuchen angewandten Mengen entsprachen. 


Die manchmal beobachtete etwas stiirkere Wirksamkeit der alkali- 


schen Hydrochinonlésung gegeniiber alkalischem und saurem Chinon 
lieBe sich so deuten, daB das Hydrochinon zunichst leichter in die 
Gewebe eindringt und dann erst oxydiert wird, wii:rend das Chinon 
wegen seiner gerbenden Eigenschaften eine weniger giinstige Tiefen- 
wirkung besitzt. Weiter besteht aber auch die Méglichkeit, daB die 
Oxydation des Hydrochinons iiber radikalartige oder peroxydische 
besonders wirksame Stufen erfolgt. 
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it Jod 3. Versuche mit Brenzkatechin und weiteren Chinonbildnern. 
Nachdem die Versuche ergeben hatten, da8 fiir die starke Gift- 
se wirkung einer alkalischen Hydrochinonlésung vorwiegend Oxydations- 
legten produkte des Hydrochinons verantwortlich gemacht werden miissen. 
durch interessierte uns, wie sich demgegeniiber das Brenzkatechin verhalten 
E einer wiirde. Vom Brenzkatechin ist bekannt, daB es ebenfalls leicht durch 
oe Oxydation in seine chinoide Form iibergefiihrt werden kann. Allerdings 
“ ist das Orthochinon auBerordentlich labil und unbestiindig und diirfte 





sich deshalb in unserer wasserigen Versuchslésung in gréRerer Menge 





nicht anreichern. 



























tey 
neni. Bei Brenzkatechinlésungen unter 1:4000 sah man weder bei 
lone alkalischer noch bei saurer Reaktion charakteristische Wirkungen. Bei 
ace Brenzkatechin 1 : 2000 bis 1: 500 trat sowohl bei alkalischer als auch 
beob bei saurer Reaktion in den meisten Fallen e:ne betrichtliche Frequenz- 
Inge! steigerung auf. Sie war aber nicht so ausgesprochen wie bei alkalischem 
ie Hydrochinon + Og, (bzw. bei p-Chinon). Zum Untersehied gegeniiber 
os dem: Hydrochinon ist zu bemerken, daB sich das Brenzkatechin auch 
users bei saurer Reaktion nach einigen Stunden leicht gelb fiirbt, also seine 
eine! Oxydation bei saurer Reaktion nicht so leicht unterdriickt wird wie die 
efahi des Hydrochinons. Auffallend ist, daB auch bei Brenzkatechinverdiin- 
on. nungen 1: 1000 das Priiparat trotz alkalischer Reaktion beinahe einen 
—— Tag lang nocn arbeitsfihig bleibt, wihrend viel geringere Konzentrationen 
Minon von p-Chinon das Praparat nach wenigen Stunden unter Kontraktur- 
dats bildung irreversibel schidigen. Erst die sehr hohe Konzentration vom 
redu- Brenzkatechin 1:400 lihmt die Priparate nach wenigen Stunden 
es Versuche mit o-Chinon konnten nicht angestellt werden, da es sich zu 
ee schnell zersetzt. Diese schnelle Zersetzung des o-Chinons kénnte unter 
bd Umstinden erkliren, daB die Oxydationsprodukte des Brenzkatechir- 
weniger ausgesprochene Erregungseffekte und eine viel weniger au-- 

ete gesprochene Schiidigung auf, die Blutegelpriparate austiben als dic 
se] Hydrochinonox ydationsprodukte. 

sha Noch geringer als bei Brenzkatechin sind die Blutegelbeeinflussungen 
BE hei den anderen untersuchten Chinonbildnern (dem o- und p-Phenvlen- 
de diamin sowie dem o- und p-Aminophenol). Sie wirken sowohl bei 

alkalischer als bei saurer Reaktion auch in Konzentrationen von 1: 1000 

-ali- bis 1: 2000 nur sehr uncharakteristisch im Sinne einer leichten De- 
non schleunigung der Kontraktionsfolge. Bei diesen Wonzentrationen 
die erfolgt keine Lihmung vor einem halben Tag. Auch hivr handelt e- 
non sich um Kérper, deren Chinone sich sehr schnell zersetzen. 

fen- 

die 6. Versuche mit Phenol, Resorcin und Formaiin. 

che Bei den Versuchen mit Hydrochinon muB man neben der Wirkung 





der gebildeten Oxvdationsprodukte auch an die Wirkung der unver- 
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iinderten phenolischen Hydroxyle denken. Da8 diese zumindest be; 
saurer Reaktion klein ist im Verhiiltnis zur Chinonwirkung, kann man 
schon daraus vermuten, daB eine Hydrochinonverdiinnung 1 : 3000 bei 
saurer Reaktion das Praparat nach einem halben Tag noch nicht wesent. 
lich schidigte. Zur Sicherheit wurde aber noch Phenol und Resorcin 
untersucht, die ohne Einfiihrung einer weiteren Hydroxylgruppe kein 
Chinon bilden kénnen. Beide Kérper zeigen sowohl bei alkalischer als 
bei saurer Reaktion erst von einer Konzentration von 1 : 2000 aufwiirts 
eine leichte Frequenzsteigerung und Erhéhung der KurvenfuBpunkte 
Sie wirken noch schwicher als Brenzkatechin. Eine Laihmung des 
Priiparats nach einem Zeitraum von wenigen Stunden trat erst dann 
auf, wenn wir bei Phenol zu einer Konzentration von 1 : 500 und bei 
Resorein zu einer Konzentration von 1 ; 250 tibergingen. Diese Korper 
beeinflussen die Tatigkeit des Blutegelzentrenpriparats erst in einem 
Konzentrationsbereich, in dem sie nach Labes und Jansen (8) kolloid- 
chemisch auf das Eiweif’ wirksam sind. 

Auch das Chinon hat-neben seinem Eingreifen in die Dehydrierungs- 
vorgiinge kolloidchemische Wirkung auf EiweiBkérper durch seine 
restvalenzreichen Carbonylsauerstoffe und seine Reaktionsféhigkeit mit 
Aminen und Thiolgruppen. In seiner kolloidchemischen Betitigung 
verhailt es sich in manchen Punkten ahnlich wie Formaldehyd. Um 
diesen kolloidchemischen Effekt kennenzulernen, wurde. untersucht, 
in welcher Form und in welchen Konzentrationen das Formalin au! 
das Blutegelzentrenpriparat wirksam ist. In Dosen von 1: 20000 
verursacht es eine leichte Erregung und erst nach vielen Stunden héren 
die Kontraktionen auf. In héheren Konzentrationen (1: 7000) tritt 
ein Vergiftungsbild auf, das mit der Chinonkurve (Abb. 3) gewisse 
Ahnlichkeiten aufweist. Jedoch tritt die anfaingliche Frequenzsteigeruny 
weniger deutlich hervor, wihrend das darauffolgende tonische (kon- 
trakturartige) Stadium noch ausgepragter erscheint. Das Formalin 
ist gegeniiber dem Chinon prozentual etwa dreimal so wenig wirksam 
Berechnet man den molaren Wirksamkeitsunterschied, so wird der 
Unterschied noch gréBer. Trotzdem mu8 auf Grund dieses Versuch- 
damit gerechnet werden, daB die Kontrakturwirkung und die irreversibl: 
Schidigung auf Blutegelzentrenpraparate durch Chinon zum gropen Teil 
durch seine kolloidchemisch gerbenden Wirkungen auf tierische Gewelx 
hervorgerufen wird. Welche weiteren Deutungsméglichkeiten sich fiir 
die Chinonwirkung ergeben, soll im nachsten Abschnitt erértert werden. 


B. Uber die Wirkungsweise von, Chinonbildnern auf Stoffwechsel 
und Gewebsatmung. 
Die Versuche haben gezeigt, daB die starke Giftwirkung einer alkalischen 


Hydrochinonlésung auf ein in Ringerlésung suspendiertes Blutegelpraparat 
durch seine Oxydationsprodukte, wahrscheinlich durch das entstehende Chinon, 
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verursacht wird. Phenol, Resorcin, o- und p-Aminophenol und o- und p-Phenylen- 
diamin, die entweder keine Chinone bilden kénnen, oder deren Chinone un- 
bestandig sind, sind auch in alkalischem Reaktionsmilieu weit ungiftiger. Im 
Gegensatz zu Hydrochinon zeigen sie in alkalischer und saurer Lésung keinen 
wesentlichen Wirkungsunterschied. Hydrochinon und p-Chinon rufen schon in 
Verdiinnungen 1: 100000 eine merkliche Erhéhung der Kontraktionsfrequenz, 
in Verdimnungen von etwa 1: 20000 eine ungeheure Steigerung der Kon- 
traktionsfrequenz und eine Tonussteigerung hervor. Die Konzentration 1 : 20000 
fihrt bereits nach wenigen Stunden zu einer irreversiblen Lahmung des Blut- 
egelzentrenpraparats in Kontrakturstellung. Bei der Kontrakturwirkung sind 
vermutlich kolloidchemische Einfliisse im Sinne einer Gerbwirkung auf EiweiB- 
kérper beteiligt. Allerdings verursacht das zum Vergleich herangezogene stark 
gerbende Formaldehyd erst in wesentlich héheren Konzentrationen derartig 
starke Kontrakturen. Auch die etwas andersartigen Einfliisse der phenolischen 
Hydroxyle selbst (Versuche mit Phenol und Resorcin) kommen erst in einem 
sehr viel héheren, bereits kolloidchemisch wirksamen Konzentrationsbereich 


zustande. 

Zur Erklirung dieser besonders charakteristischen Chinonwirkung 
liegt es nahe, auch an Finfliisse auf Dehydrierungsprozesse zu denken. 
Bei der Beeinflussung von Dehydrierungsvorgingen ist je nach dem 
Organ- bzw. Fermentsystem sowohl eine Férderung der Atmung wie 
auch eine Hemmung terselben denkbar. 


Die groBe Bedeutung, die Chinonbildnern als H-Ubertragern 
zukommt, wurde zuerst von Palladin (9) fiir die Atmung der Pflanzen 
erkannt. In seiner Arbeit iiber ,,Das Wesen der Pflanzenatmung™ 
konnte er schon im Jahre 1909 eine Reihe von Anhaltspunkten dafiir 
beibringen, daB Oxydasen nicht direkt auf die eigentlichen Zellbrenn- 
stoffe einwirken, sondern phenolische Substanzen des pflanzlichen 
Gewebes oxydieren. Diese werden in Chinone umgewandelt, die ihrer- 
séits mit Hilfe von Redukasen mit def Wasserstoff der Zellbrennstoffe 
reagieren. Derartige Wasserstoffiibertriger nannte er Chromogene 
oder Atmungspigmente und vertrat die Auffassung, daB diese Chinon- 
bildner durch abwechselnde Oxydation und Reduktion die kontinuier- 
liche Sauerstoffiibertragung in der Pflanzenatmung sicherstellen. Er 
selbst nahm bereits an, daB namentlich Brenzkatechinderivate als 
Atmungspigmente eine Rolle spielen, eine Vermutung, die durch die 
Entdeckung und Analyse einer Reihe derartiger Atmungspigmente ihre 
Bestiitigung gefunden hat. Es sei nur an die Brenzkatechinderivate 
Quercetin und Eriodictyol erinnert, die von Kostanecky, Perkins, 
Szent Gyorgyi und Mitarbeitern entdeckt wurden und nach Szent 
Gyérgyi (10) die Aufgabe haben, zwischen Ascorbinsiure und Wasser- 
stoffsuperoxyd als H-Ubertriger zu dienen. Ein weiteres Beispiel ist 
nach Oparin (11) die Chlorogensiure, ein aus dem Samen von Sonnen- 
blumen gewonnenes Brenzkatechinderivat, das namentlich gegentiber 
Aminosiuren als sehr wirksamer H-Acceptor auftritt und bei geeignetem 
pu wiederum katalysatorfrei oxydiert werden kann. 



















* 


240 H. Bergstermann: 











heste 
DaB auch in tierischem Gewebe Chinonbildner férdernd in die Gewels. H 
atmung eingreifen und als Wasserstoffiibertrager dienen kénnen, wurde male 
zuerst von Szent Gydrgyi in seiner bereits eingangs erwaihnten Arbeit - 
gezeigt. Beziehungen zwischen Chinonbildnern und oxVdierenden uni prot 
dehydrierenden Fermenten der Gewebsatmung ergeben sich auch an. sche 
der Arbeit von Runnstrém (6). Da die Steigerung des Sauerstoff. 
verbrauchs von Seeigeleiern auf Hydrochinongaben durch HCN und C() hvé 


































hemmbar ist, also die charakteristischen Merkmale der Indopheno!- . 
oxydasebeeinflussung erkennen JiBt, liegt es nahe, auch bei der Ein- will 
wirkung von Dimethyl-p-Phenylendiamin und Hydrochinon auf die 
Zellatmung von Seeigeleiern eine co-fermentartige Wirkung dieser Chi 
Chinonbildner anzunehmen. Andererseits fiihrt aber bereits jede: sch 
unspezifische Reiz zu einem erhdhten Os-Verbrauch der Seeigeleie: ping 
so daB es sich auch lediglich um Schidigung durch Hydrochinon ge- ri 
handelt hahen kann (12). “a 
DaB tierische Gewebsoxydasen Chinonbildner dehydrieren kénnen, Hy 
geht weiter aus den Untersuchungen von Wieland mit Frage (13) und wi 
Lawson (14), von Keilin (15) und von Seizaburo Yamagutchi (16) hervor, pA 
die sich mit den Angaben Szent Gyérguis decken und zeigen, dali 2 
p-Phenylendiamin, p- und o-Dioxybenzole und ihre Derivate durch 
HCN-empfindliche Gewebsoxydasen zu ihren Chinonen oxydiert wer- 
den, jedoch herrscht iiber die biologische Bedeutung dieser ,,p-Phenylen- f 
diaminatmung™ noch Unklarheit. Fiir eine Verkniipfung von normaler , 
Zellatmung und der ,,Phenylendiaminatmung* haben sich bisher noch 
keinerlei Anhaltspunkte ergeben?. F 
Ebenso unklar bleibt die Wirkungsweise des Brenzkatechinderivats Adre- : 
nalin auf die Gewebsatmung. Anhaltspunkte, die auf ein Eingreifen von Adre- 
nalin als H-Ubertrager in die Gewebsatmung hinweisen, sind vorhanden. Ver- : 
mutlich findet hierbei wiederum ein Wechsel zwischen chinoider und benzoider 
Form eines adrenalinahnlichen Kérpers statt. DaB z. B. die Einwirkung von 
Sauerstoff fiir die gefa8kontrahierende Wirkung von Adrenalin unbedingt \ 
ertorderlich ist, hat, wie wir oben schon andeuteten, Labes (5) am sauerstoff- of 


freien Carotisstreifen gezeigt. Ebenso sei noch einmal an die enorme Steigerung 
des Sauerstoffverbrauchs bei der Durchstrémung der KranzgefaBe des Herzens 
in den bereits oben zitierten Versuchen von Evens (2) und Greméls (4) nach 
kleinen Adrenalin- und Sympatolgaben erinnert, die darauf hinweisen, daB die 
Funktionssteigerung des Herzens und anderer Organe durch Adrenalin und 
Sympatol mit einem erhéhten Sauerstoffverbrauch einhergeht. Dieser wird 
méglicherweise durch direktes Eingreifen cines adrenalinahnlichen K6rpers-als 
wasserstoffiibertragendes System in die Gewebsatmung verursacht. 

So wird z. B. nach Euler (17) der Sauerstoffverbrauch von ausgewaschener 
Muskulatur + Glycerophosphat durch Adrenalin (10-!3 m. Konz.) um rund 25°, 
gesteigert. Weiter zeigten Green, Ezra und Richter (18), daB ein Fermentsystem. 


' Nach E-Stotz, Sidwell u. Hogness, (J. of biol. Chem. 124, 733, 1938) 
geht dis Oxydation von Hydrochinon iiber Cytochrom C. 
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bestehend aus Milch- oder Apfelsiuredehydrase (hergestellt aus Schweineherz 

Harden-Eulerscher Cozymase + Blausaure + Milch- oder Apfelsaure), nor- 
malerweise nicht atmet, wahrend nach Zugabe von Adrenalin oder Adrenochrom 
starker Sauerstoffverbrauch auftritt. Erwahnt seien ferner die Untersuchungen 
von Kisch (19), der zeipen konnte, dgB ein als Omega bezeichnetes Oxydations- 
produkt des Adrenalins in besonders wirksamer Weise zu einem nicht enzymati- 
schen oxydativen Abbau von Aminosauren fihrt. 











Chinone kénnen bei Anwesenheit geeigneter Substrate und De- 
hydrasen, iihnlich wie z. B. Methylenblau, auch in tierischen Geweben 
is Wasserstoffacceptoren dienen, wie wir bereits oben melhrfach er- 
wihnten. Hierfiir bringt die Literatur eine Menge von Beispielen. 









Unter den Arbeiten, die sich mit dem Problem der Acceptorwirkung von 
Chinon befassen, seien kurz die Versuche von Wieland und Bertho (20) ge- 
shildert. Sic stellten bei der Alkoholdehydrierung durch lebende Essigbacterien 
fest, daB die Reaktionsgeschwindigkeit fiir die drei Acceptoren Methylenblau, 
Chinon und Sauerstoff sich bei niederen Konzentrationen verhalt wie 1: 12: 30. 
Bei Anwesenheit von Chinon und Sauerstoff wird der O,-Verbrauch gehemmt 
und das Chinon etwa zwoélfmal schneller umgesetzt als O,. Erst nach vollstandiger 
Hydrierung des Chinons erreicht der O,-Verbrauch die-gleiche Geschwindigkeit 
wie in den chinonfreien Ansatzen. Methylenblau 1aBt den O,-Verbrauch un- 
heeinfluBt. Danach scheint das Chinon eine geringere Reaktionsgeschwindigkeit, 
iber eine héhere Enzymaffinitat zu besitzen als das normale zum Verbrauch 
molekularen Sauerstoffs fiihrende Aecceptorsystem. 













Da eine Beeinflussung det Gewebsatmung durch einen derartigen 
kiinstlichen Wasserstoffiibertriiger zu Stérungen der Cewebsatmung 
fiihren kann. ist verstindlich. Von Willer (21) wurde gezeigt, daB 
fiir seine Enzympriparate der Alkoholdehydrase Chinon als Acceptor 
sugar ganz ungeeignet ist und offenbar schiidlich wirkt. Ebensowenig 
ist Suceinodehydrase (22) in der Lage, Chinon zu hydrieren. Im Gegen- 
teil wird in Dosen bis zu m/S8000 Chinon auch die Sauerstoffzehrung 








emer Suecinodehydraselésung mit Suceinat als Substrat gehenimt. 





Nach Hopkins (23) sind in der Bernsteinséuredehydrase Thiolgruppen 
enthalten, die fiir die Funktion des Ferments von Bedeutung sind. Méglicher- 
weise lagert sich das Chaion an diese Thiolgruppen an und fiihrt auf diese Weise 
eueiner Inaktivierung des Ferments. Thiolgruppén werden namlich von Chinon 
oxyvdiert. Darauf ist es zuriickzufiihren, da Fermentsysteme wie Papain, 
Kathepsin und Urease (24), fiir deren Aktivitat SH-Gruppen von Bedeutung 
sind, durch Chinonwirkung gehemmt werden. Diese Hemniung braucht jedoch 
nicht immer auf ciner Oxydation zu beruhen, sondern Chinone kénnen auch uit 
Thiolgruppen unter Bildung nicht reduzierbarer Thiolather reagieren. Bei der 
Giftwirkung durch Chinone dirfte gerade der Reaktion von Chinonen mit 
Thiolverbindungen groBe Bedeutung zukommen. 











Diese Beispiele mégen geniigen. um zu zeigen. dald hinonbildne: 
leicht in Wechselbeziehung mit Fermenten und deren Substraten treten 





konnen. Bei Anwendung geniigender Dosen dieser Substanzen ist also 





nicht nur mit unspezitischen kolloidchemischen Wirkungen, sondern auch 






mit einem Tingreifen in den intermediaren Stoffwechsdl und in Atmungs- 
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prozesse zu rechnen, Jedoch diirfte sich die Wirkung der Chinonbildney 
als Wasserstoffiibertriger in der Gewebsatmung, namentlich wenn es 
sich um kérperfremde Stoffe wie Hydrochinon usw. handelt, nicht auf 
eine einfache Steigerung der Stoffwechselumsitze oder teilweisé his 
vollstindige Verdriingung eines normalen Wasserstoffiibertriiger- 
beschrinken, sondern wir haben mit eingreifenden und schweren 
Stérungen der Gewebsatmung und Schidigung der Fermente selbst 
zu rechnen. 

Uber derartige Stérungen von Organ- und Fermentleistungen durch das 
chinonbildende Hydrochinon wird z. B. von Oettel (25) berichtet. Nach chroni 
schen Hydrochinongaben beobachtete er bei ciner groBen Zahl von Katzen 
schwere Schadigung der blutbildenden Organe und der Leber. Weiterhin trate: 
eigentiimliche Stérungen’' des Pigmentstoffwechsels auf. Das Fell schwarze: 
Katzen wurde grau und zeigte Wildscheckung. Vermutlich ergeben sich hie: 
Beziehungen zum Anti-graue-Haare-Faktor B, Lundes (26). 

Da die Chinone und Diimine wesentlich reaktionsfihigere Koérper 
darstellen als die entsprechenden Oxy- und Aminoverbindungen, kénnte 
che Giftwirkung der Oxy- bzw. Aminokérper - iihnlich wie in unseren 
Blutegelversuchen. mit alkalischer Hydrochinonlésung durch ihre 
Kigenschaft bedingt sein, in die entsprechenden Chinone bzw. Diimine 
iiberzugehen. Es sind deshalb mehrmals Versuche. angestellt worden 
ob eine Parallelitit zwischen Giftwirkung des Hydrochinons und 
Tatigkeit der Gewebsoxydasen besteht. 

Vollmer (27) zeigte, daB Hydrochinon bei kleineren Tieren giftiger wirkt 
als bei gréBeren und sieht die erhéhte Toxizitat als Folge der h6heren Oxydations- 
intensitaét in den Geweben kleinerer Tiere an, die zu starkerer Chinonbildung 
im Koérper fiihrt. Hinteregger (28), der eine starkere Giftwirkung von Hydro 
chinon nach Tyroxingaben feststellte, versuchte, die Toxizitat mit einer regeren 
Stoffwechseltatigkeit in Beziehung zu bringen. Er ging von dem Gedanken aus, 
daB eine beschleunigte Gewebsatmung zu ciner beschleunigten Bildung des 
giftigeren Chinons fiihren miisse. In weiteren Versuchen mit gewebsatmungs 
steigernden und -hemmenden Mitteln lieB sich jedoch nicht nachweisen, daB 
cin regerer Stoffwechsel mit einer erhdhten Hydrochinontoxizitat verbunden ist. 

Da das fermentative Geschehen in den verschiedenen Zellsystemen 
noch viel zu wenig erforscht ist, erlauben derartige Versuche bisher 
nur geringe Riickschliisse. Nehmen wir an, Hydrochinon/Chinon 
schalte sich als gut reversibles Redoxsystem co-fermentartig in die 
Stoffwechselprozesse ein, so muB das Verbiltnis Hydrochinon/Chinon 
unabhiingig von der Geschwindigkeit des Stoffwechselumsatzes von 
dem an dem betreffenden Gewebsort herrschenden Redox potential 
abhiingen. An den meisten Reaktionsorten der Zellen ist die Spannung 
des aktiven Wasserstoffs jedoch recht hoch und das Redoxpotential 
stiirker negativ als das Hydrochinon-Chinonsystem (Normalpotential ’h 
hei pu 7 = 0,27 Volt). Bei Vorhandensein entsprechende: Katalysatoren 
miiBte deshalb das Verhaltnis von ungebundenem Hydrochinon zu 
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ungebundenem Chinon stark zugunsten des Hydrochinons verschoben 
sein. Tatsichlich wird ja auch z. B. p-Chinon als Hydrochinonglycuron- 
siiure (29) ausgeschieden. Die Braunfirbung der Gewebe weist aber 
auch auf Zersetzung nichthydrierten Chinons hin. Die schweren irre- 
versiblen Schidigungen nach Chinon sprechen dafiir, daB sich das 
Hydrochinon-Chinonsystem nicht wie ein sich schnell einstellendes 
villig reversibles Redoxsystem verhiilt. Vermutlich wird ein Teil 


des Chinons an giftempfindlichen Stellen des Gewebes chemisch oder 
adsorptiv gebunden und verursacht dabei schwere Schidigungen. Die 
hydrierenden Fermentsysteme kénnen Chinon zwar hydrieren, sie 
werden aber dabei durch Chinon geschidigt. Literaturbeispiele und 
eigene Versuche haben gezeigt, daB gerade gewisse Dehydrasen und 
andere reduzierend wirkende Koérper des Gewebes wie SH-Gruppen usw. 
gegen Chinon sehr empfindlich sind. 

Auch fiir p-Phenylendiamin ist vermutet worden, daB Oxydationsprodukte 
die Giftwirkung verursachen, einmal weil o- und m-Phenylendiamin, die beide 
keine Diimine (30) bilden kénnen, wesentlich weniger giftig sind, dann aber auch, 
weil nach p-Phenylendiaminvergiftung sich namentlich in den Muskeln Pigmente 
ablagern, die wahrscheinlich Oxydationsprodukte des p-Phenylendiamins dar- 
stellen und zeigen, daB eine Oxydation von p-Phenylendiamin vorwiegend in der 
quergestreiften Muskulatur erfolgt ist. 

Wir sehen aus diesen Literaturbeispielen, daB bei Vergiftung mit 
Chinonbildnern zumindest mit einer Beteiligung des durch Oxydation 
im Gewebe entstandenen Chinons an der Giftwirkung gerechnet werden 
muB; ferner, daB diese Kérper in der verschiedensten Art je nach Organ- 
und Fermentsystem in den Stoffwechsel eingreifen kénnen. Dies kann 
sich als Steigerung der Gewebsatmung fuBern, wie in der Wirkung 
von Adrenalin auf das Herz, die mit einer starken Erregung verkniipft 
ist. Es kann jedoch auch eine Hemmung bzw. Stoérung der Gewebs- 
atmung die Folge sein. Dabei kénnen quantitativ und qualitativ ver- 
iinderte Stoffwechselprodukte auftreten. Anhiiufung anaerober Stoff- 
wechselprodukte, wie sie bei Erstickung auftreten, sind oft von Er- 
regungsvorgangen gewisser zentralnervéser Organe begleitet. Besonders 
hei den stark atmenden Wirbeltieren rufen Erstickungsgifte in den 
zentralnervosen Organen Erregungszustiinde hervor. Diese lassen sich, 
wie Labes und Bergstermann (31) bei der Krampfwirkung verschiedener 
Alkaloide an Fréschen gezeigt haben, durch unterschwellige Biausiiure- 
dosen verstiirken. Auch bei Hydrochinonkriimpfen von Fréschen hat 
HCN diese Wirkung. 

Bei der ungeheuren Vielseitigkeit, mit der Chinonbildner in den 
intermediiren Stoffwechsel eingreifen oder die Zellstruktur beeinflussen 
kénnen, ist es vorliufig noch nicht zu iibersehen, wie der Erregungs- 
effekt des Chinons auf den Blutegel zustande kommt. Sicher ist, daB 
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die starke Erregungswirkung und spiitere Giftwirkung von Hydro. 
chinon in alkalischem Milieu auf das Blutegelzentrenpriparat nicht 
vom Hydrochinon selbst verursacht wird, sondern auf seiner Oxydation 
zu Chinon’ bzw. zu einer dem Chinon nahestehenden Oxydationsst fe 
beruht. 


Zusammenfassung, 


Um festzustellen, ob bei der starken Erregungswirkung aromatische: 
NOrper auf nervése Zentren die chinoiden Oxydationsprodukte vo; 
hesonderer Bedeutung sind, hatte Labes untersucht, ob Hydrochino: 
bei alkalischer Reaktion, bei der die Oxydation zu Chinon gefoirdert 
wird, stiirker auf die Nervenzentren des Blutegels wirkt als bei saure: 
Reaktion. Wiihrend bei saurer Reaktion das Hydrochinon in Konzeutra- 
tionen von mehr als 1: 2000 nur eine leichte Erregung des Blutege!- 
zentrenpriparats hervorrief und eine Schidigung erst nach einem Tage 
auftrat, wirkte alkalisehe Hydrochinonlésung mit Sauerstoff zusammen 
hereits in Verdiinnungen von 1:40000 ungeheuer stark erregend., 
fihrte zu einer zunehmenden Kontraktur und vergiftete das Priiparat 
inetwa 3 Stunden irreversibel. Daraus schloB Labes, daB die Ox vdations- 
produkte des Hydrochinons viel wirksamer seien als das Hydrochinon 
selbst. Es blieben aber noch andere Deutungsméglichkeiten offen. 

In dieser Arbeit wird gezeigt. daB die alkalische Reaktion fiir die 
Hydrochinonwirkung nur indirekt von Bedeutung ist; denn schliebt 
man die Oxydation des Hydrochinons durch Sauerstoffentzug ode: 
durch reduzierende Mittel, z. B. durch Natriumsulfit, aus, so bleibt 
auch bei alkalischer Reaktion die Erregung und Schiidigung des Prii- 
perats aus. Fiir die starke Erregungswirkung und spdtere Giftwirkung 
ist also offenbar ein Oxydationsprodukt des Hydrochinons maBgebend. 
DaB die wirksame Oxydationsstufe hierbei dem Chinon nahesteht, 
ergibt sich aus der Untersuchung der Wirkung von Chinon. Dieses 
fiihrt bereits in Verdiinnungen von 1 : 100000 zu einer leichten Erregung 
des Zentrenpriiparats. Bei Verdiinnungen von |: 20000 bewirkt es 
eine ungeheure Frequenzsteigerung, der unter zunehmender Kon- 
traktur schlieBlich eine irreversible Lihniung folgt. 

Brenzkatechin und andere Chinonbildner. deren Chinone schneller 
zerfallen, wirken bei alkalischer Reaktion viel schwiicher als Hvdrochinon. 
Resorcin und Phenol, die keine Chinone bilden kénnen, wirken sowohl 
hei saurer wie bei alkalischer Reaktion ebenso schwach wie Hydrochinon 
und andere Chinonbildner bei saurer Lésung. Zur Schiidigung sind 
Konzentrationen erforderlich: die bereits im Reagensglas deutliche 
kolloidchemische Reaktionen erkennen lassen. Formaldehyd, das in 
seiner kolloidchemischen Wirkung auf das Eiweif mit dem Chinon 


gewisse Ahnlichkeit aufweist, fiihrt am Blutegelpriparat zu einer viel 
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geringeren Erregung als das Chinon, macht ebenso wie dieses eine 
deutlich ausgepraigte Kontraktur. Jedoch sind hierzu wesentlich héhere 
Konzentrationen als vom Chinon erforderlich. 

Die Bedeutung der Chinonbildner fiir Fermentsysteme und ihr 
Kingreifen in den pflanzlichen und tierischen Stoffwechsel wird erértert. 
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Untersuchungen iiber die Natur des Bienengiftes 
mittels der Quecksilber-Tropfkathode. 
Von 
W. Fassbender. 
(Aus der wissenschaftlichen Abteilung der Chemischen Fabrik Dr. August Wol//, 
Bielefeld.) 
(Eingegangen am 20. Marz 1944.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Die ersten Ansichten der Chemiker und Pharmakologen iiber die 
Natur des Bienengiftes, das nach Langer! eine organische Base vom 
Typus eines Alkaloids, nach Flury? ein zwischen den Saponinen und 
den Giften der Kantharidinen stehender Stoff ist, miissen vom heutigen 
Stand des Wissens als Orientierungsversuche angesehen werden, die 
aber trotzdem fiir den weiteren Verlauf der Forschungen eine durchaus 
groBe Bedeutung hatten. 

Mit der Feststellung von Beck 3, daB der physiologische Wirkstoff 
des Bienengiftes EiweiBnatur besitze, wurde die Erkenntnis iiber die 
chemische Natur des Giftes auf eine neue Basis gestellt, die dann durch 
die nachfolgenden Untersuchungen stets aufs neue erhartet wurden. 
Eine inhaltliche Erweiterung brachte die Feststellung von T'etsch und 
Wolff4, daB der Kiwei8kérper dés Bienengiftes Schwefel enthiilt. 
Physikalisch-chemische Untersuchungen, die Havemann und Wolff ° 
am Bienengift vornahmen - sie nannten den physiologischen Wirkstoft 
Apitoxin — fiihrten zur Festlegung des isoelektrischen Punktes bei 
pu 8,7, wodurch das basische Verhalten des Bienengiftes im neutralen 
Milieu verstandlich gemacht wurde. Das Molekulargewicht wurde von 
den genannten Autoren auf Grund des physikalisch-chemischen Ver- 
haltens des Apitoxin als relativ klein angenommen, in keinem Falle 
als tiber 10000 liegend. 


1. Die Technik der polarographischen Analysenmethcde. 


Die von Heyrovsky begriindete polarographische Arbeitsmethode besteht 
darin, daB mit der zu untersuchenden Lésung unter Verwendung einer Queck- 
silbertropfkathode bei gleichmaBig steigendem Potential eine Elektrolyse durch- 
gefiihrt und die jeweils flieBende Stromstarke mittels eines Lichtzeigers auf 
cinem mit dem steigenden Potential synchron transportierten Photopapier 
registriert wird, Die erhaltene Stromstarke-Spannungskurve stellt ein Polaro- 


! Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 38, 381, 1897. — * Ebenda 85, 319, 1919. 
* Bee Venom Therapy London und New York 1935, 8. 46. ‘ Diese Zeitschr. 


288, 126, 1936. 5 Diese Zeitschr. 290, 354, 1937. 
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vramm dar, das in Bezug auf die Z-Ordinate qualitativ und in bezug auf die 
i-Ordinate quantitativ ausgewertet werden kann. Die Bedeutung der Queck- 
silbertropfkathode besteht in der dauernden Erneuerung ihrer Oberflache, wo- 
durch unkontrollierbare Polarisationsspannungen ausgeschaltet werden, so daB 
die an dem System anliegende Spannung immer eine exakt definierte ist. Die 
Anode ist aus demselben Grunde der Vermeidung von Polarisationen als groB- 
flachige Quecksilberbodenanode ausgebildet, adie, um auch ihr Potential genau 
zu definieren und konstant zu halten, meistens als | n- oder als gesittigte Kalomel- 
elektrode verwendet wird. Als StromstarkemeBgerat dient ein Galvanometer 
solcher Tragheit, daB die durch die tropfende Quecksilberkathode bedingten 
Stromstarkeunterschiede um einen Mittelwert schwanken und nur als kleine 
Zacken auf dem Polarogramm erscheinen. 

Naheres uber die dieser Arbeit zugrunde liegende Untersuchungstechnik 
siehe M. +. Stackelberg, Polarographische Arbeitsmethode, Leipzig 1943. 


2. Die Theorie der katalytischen Eiweifmaxima. 

Die groBe UCberspannung, die Wasserstoff an Quecksilber besitzt 
kann durch gewisse Stoffe erniedrigt werden. Diesen positiv kata- 
lvsierenden Einflu& iiben u. a. schwefelhaltige EiweiBkorper und 
deren Spaltprodukte bis zum Cystein aus, weshalb man die vorverlegte 
Welle auch als Proteinwelle bezeichnet. Uber den Mechanismus dieses 
Effektes sei die Vorstellung Brdickas gegeben, nach der die freien 
Sulfhydrylgruppen (—SH) als Wasserstoffiibertrager wirksam sind 
gemaiB dem Schema: 


R—-SH+0 =R-S’, 
R—S’ +H = R—SH. 


Auch die Disulfidgruppe (—S—S-—) gibt den beschriebenen 


r 


Effekt, da sie zuerst zur SH-Gruppe reduziert wird. Liegt eine Blockie- 
rung der SH-Gruppe im EiweiBmolekii] vor, so kann diese durch 
Hydrolyse (Proteolyse ...) aufgehoben werden, wodurch deren Reak- 
tionskinetik polarographisch studiert werden kann. 

Brdicka stellte ferner fest, da die erwihnte Proteinwelle durch 
Kobalto- oder Kobaltisalze noch weiter vorverlegt wird: nach ihm ist 
die Wirkung der Kobaltionen in einer Verstirkung des SH-Dipols als 
Folge einer inneren Komplexbildung zu- sehen. Diese Lockerung der 
SH-Bindung stellt nach ihm eine Aktivierung: dar, so daB der Wert 
der Vorverlegung der H-Stufe als MaB fiir die Labilitat der H-Bindung 
angesehen werden kann. 

Das quantitative Kennzeichen des katalytischen Wasserstoff- 
effektes besteht darin. daB der flieBende Strom 100- bis 500mal gréBer 
ist, als es dem Diffusionsstrom bei vorliegender Konzentration des 
Depolarisators entsprechen wiirde. Dieses ist vor allem auf die Regene- 
ration der SH-Gruppen zuriickzufiihren, die in der zweiten Gleichung 
des Reaktionsschemas von Brdicka formuliert ist; diese besagt, daB die 


17* 
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Molekel nach der elektrochemischen Umsetzung wieder durch Protonen. 
aufnahme in den reaktionsfihigen Ausgangszustand zuriickgefiihrt 
wird; die Folge davon ist, daB eine Molekel nicht nur einmal, sondern 
sehr haufig zur Wirkung kommen kann; die fiir die Regeneration er- 
forderliche Nachlieferung der H-Ionen wird durch die py-Regulation 
des Puffers, im vorliegenden Falle NH,OH—NH,Cl, gewahrleistet. 
Ein weiteres quantitatives Kennzeichen besteht darin, daB der Strom. 
fluB, d. hh. die Héhe der katalytischen Welle, nicht linear mit der Kon. 
zentration des EiweiBes zunimmt, sondern nach Art einer Adsorptions. 
isotherme; dieses besagt. daB die Kinetik des Reaktionsgeschehens 
durch einen eingeschalteten Adsorptionsvorgang mitbestimmt wird, 
d.h. die EiweiBmolekel verweilt lingere Zeit an der Oberfliche des 
Quecksilbertropfens. 

Man kann also so definieren: Die Stromstirke ist proportiona! 
dem Produkt aus Verweilzeit und Regenerationsgeschwindigkeit; der 
Proportionalitatsfaktor enthalt die Stromstirke — erhéhende Wirkung 
der bei den katalytischen Wellen auftretenden Strémungen (siehe 
experimenteller Teil) und die Wirkung des Adsorptionsgrades. 


Experimenteller Teil. 
1. Préparierung des Bienengiftes. 


Etwa 100000 Bienenstacheln wurden im Morser zerrieben, mit 
physiologischer Kochsalzlésung extrahiert und auf de: Zentrifuge 
geschleudert. Der Auszug wurde mit Pikrinsaurelésung versetzt, das 
als Pikrat gefillte Bienengift von der Lésung durch Abhebern getrennt 
und mit 90° igem Aceton wieder in Lésung gebracht. Der bei an- 
schlieBendem Zentrifugieren verbleibende unlésliche Riickstand wurde 
verworfen. Aus dieser Lésung wurde mit einem Aceton-Salzsiuregemisch 
das Bienengift (Apitoxin) in feinen Flocken zur Fallung gebracht, auf 
der Zentrifuge geschleudert und mit Aceton und Ather gewaschen. 
AnschlieBendes Trocknen im Vakuum ergab eine schneeweiBe Masse, 
die sich bisher nicht weiter fraktionieren lieB!. 

Die Ausbeute betrug 3 g Reinsubstanz an Apitoxin. 


2. Polarographische Untersuchungen. 


Polarographische Aufnahmen einer 0,001°%,igen Apitoxinlésung 
(bei der Annahme eines Molekulargewichtes von rund 1000 ist die 
Lésung 10-5 molar) in n/10 NH,OH—NH,CI (py = 9,6; der py-Wert 
wurde mit der Wasserstoffelektrode gemessen) zeigten weder eine Reduk- 
tionsstufe, noch eine deutlich abgesetzte katalytische Stufe, jedoch 


1 Tetsch u. Wolff, diese Zeitschr. 288, 127, 1936. 
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eine Vorverlegung des Endanstieges um rund 180 Millivolt; diese Vor- 
verlegung stellt nicht, wie in friiheren Arbeiten hetont wurde, eine 
Herabsetzung der Uberspannung des NH, dar, sondern ist als kata- 


lytische Wasserstoffreduktion anzusehen, was dadurch bewiesen wird, 
daB in diesem Potentialbereich an der Hg-Tropfkathode die Ent- 
wicklung von Wasserstoffblischen mikroskopisch beobachtet wird. 
Die Vorverlegung nimmt mit dem Grad der Molekelgr6éBe zu, weil 
damit der Adsorptionsgrad zunimmt. Hochmolekulare Eiweibe 
geben in 10° mol. Lésungen eine deutlich abgesetzte Welle. 
Wie einleitend beschrieben wurde, be- 

steht die polarographische Wirksamkeit v00 
S-haltiger EiweiBe ja darin, daB der 
Wasserstoff der SH-Gruppe bei kleineren 
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Potentialen als denen der direkten H’ 
Reduktion abgeschieden wird der dabei 
entstehende negative Rest (R—S’) wird 
durch die H-lonen der Lésung_ sofort 
wieder neutralisiert und damit der wir- 


hy inom for E =~ 
8 


S 














kungsfihige Ausgangszustand wiederher- oo a 0 89-10°%q% 
gestellt. Apitorinkonzentration 
Aus dem Grad der Vorverlegung im Abb. 1, 


Falle des Apitoxin folgt, da diese gréBer 

ist als bei einer entsprechend molaren Cysteinlésung, jedoch kleiner 
ist als bei einer entsprechend molaren EiweiBlésung, daB es sich um ein 
KiweiBspaltprodukt in der GréBenordnung eines Polypeptids handelt. 

Auf Zusatz von m/1000 CoCl,:-6H,0O tritt nach Abbruch des 
Kobaltmaximums die fiir Sulfhydrylverbindungen charakteristische 
Welle in Form eines runden Maximums auf, an das sich eine mehr oder 
weniger schlecht ausgebildete zweite Welle anschlieBt. 

Die Abhingigkeit der Wellenhéhe von der Apitoxinkonzentration 
ergibt vorstehender Deutung entsprechend eine Kurve nach Art einer 
Adsorptionsisotherme (Abb. 1). Der weniger gut ausgepriigte zweite 
Buckel wiichst mit gréBerer Konzentration im Bereich 2 - 10-4 bis 
5+ 10-4g°%, im Verhaltnis zum ersten zunichst schwacher an und nimmt 
dann ab 5- 10-4g °,, starker als der erste zu (Abb. 2, 3 und 4). Natives 
Bienengift — kurze Extraktion von Bienenstacheln in physiologischer 
Kochsalzlésung —- ergibt sowohl in bezug auf den Beginn als auch die 
Hohe der katalytischen Welle das gleiche polarographische Bild wie 
das durch wiederholte Fraktionierung gewonnene Apitoxin. Dies 
heweist, daB der Wirkstoff des Bienenstachels bei dem in der Firma 
Dr. August Wolff, Bielefeld, durchgefiihrten AufarbeitungsprozeB zun 
Apitoain in der Reaktionsfaihigkeit der SH- bzw. —SS-Gruppe chemiseh 
nicht veriindert wird. 
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Aus den gewonnenen Abhingigkeiten geht hervor, daB Apitoxin 
ein S-haltiges EiweiBabbauprodukt ist und daB sein Molekulargewicht 
in der GréBenordnung von 1000 liegt, was sowohl aus der Starke des 
Effektes der 0,001 ° igen Apitoxinlésung mit der definierten Kobalt- 
konzentration, als auch aus dem nur undeutlichen Auftreten eines 
zweiten Buckels zu folgern ist (bei Cystein und Glutathion tritt ein 
rundes Maximum auf, wihrend EiweiBe eine deutliche Deppelwelle 
geben). Diese Vorstellung deckt sich inhaltlich und gréBenordnungs. 
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Abb. 2. n/10 NH,OH—NH,Cl, m/1000 CoCl,, 4-10 *% Apitoxin, EF = '/19); ab — 0,8 Volt 
gegen n-Kalomelelektrode. Klemmspannung 4 Volt. 
Abb. 3. n/10 NH,OH—NH,CIl, m/1000 CoCl,, 1 -10-*% Apitoxin, FE = '/,9,; ab — 0,8 Volt 
zegen n-Kalomelelektrode. Angelegte Spannung 4 Volt. 


Abb. 4. n/10 NH,OH—NH,CI, m/1000 CoC],, 3,5 + 10-°% Apitoxin, E = '/,99; ab — 0,8 Volt 
gegen n-Kalomelclektrode. Angelegte Spannung 4 Volt. 


miéBig mit der Beobachtung von Havemann und Wolfj, daB das Apitoxin 
der Dialyse unterworfen Membranen aus Pergamentpapier und 
Kollodium durchwandert. Diese Eigenschaft fiihren Verfasser ebenfalls 
auf die relativ kleine MolekelgréBe zuriick; sie schlieBen auf ein Mole- 
kulargewicht, das jedenfalls unter 10000 liegen muB. 
Tabelle | enthalt die Stufenhéhen h, und hy bei voller Empfind- 
lichkeit des Gerites in Abhingigkeit von der Konzentration: 





Tabelle J. 
Konzentration || a) =| _ b) ‘| Konzentration | a) b) 
in % || Ay inem ha in cm in % | Ay in cm hy in em 
2-104 | 60 90 15-10-* || 160 | 166 
4-10-4 67,5 100 20-10-¢ || 200 240 
eS 80 100 35-10"4 || 286,5 410 
10- 10-4 125 132,5 50-10-* |} 310 460 
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Dialysierversuche. 


Versuche, durch Dialyse eine weitere Trennung herbeizufiihren, 
hatten zum Ergebnis, daB nach 60stiindiger Dialyse das Dialysierwasser 
als apitoxinhaltig befunden wurde, entgegen den Angaben von Flury! 
und Langer?. 

Das. Dialysat-(200 mg Apitoxin in 20 ccm Wasser) war zu Beginn 
der Dialyse gelb gefarbt, nach Beendigung derselben farblos und zeigte 
schwach flockige Ausscheidungen. 

Die schwache Gelbfirbung scheint durch die Gegenwart freier 
Pikrinsiiure bedingt zu sein, die von dem Fillungsprodukt Apitoxin- 
pikrat in wisseriger Lésung unter Einstellung eines Gleichgewichts 
abgegeben wird. Bei der Fallung des Apitoxins mit Pikrinsiure wird 
nimlich die Pikrinsiure von den alkalischen Gruppen des Apitoxins 
salzartig gebunden und spiiter beim Ersatz durch HCl anscheinend 
nicht restlos abgegeben. Da die Pikrinsiiure und das Cl-lIon infolge 
ihrer kleineren Molekelgr6éBe schneller dialysieren als das Apitoxin, 
was ja auch in der Entfarbung des Dialysates zum Ausdruck kommt. 
wird der Salzcharakter des gelésten Apitoxinpikrats weiter zuriick- 
gedringt, was eine Anniiherung an den isoelektrischen Punkt und damit 
die heobachtete Ausflockung zur Folge hat. Es wurde gegen 580 cem 
Wasser dialysiert unter Verwendung der Dialysierhiilse von Schleicher 
& Schiill. 

Hahn? hatte bereits die Dialysierfihigkeit des Bienengiftes beob- 
achtet. Er fiihrte den Nachweis durch Austestung am Tier: Das Dialysier- 
wasser zur Trockne gebracht, tétete die Maus unter den Symptomen 
des Ausgangsmaterials, wihrend das Dialysat physiologisch unwirksam 
war. Identisch ist hiernach die physiologische Wirksamkeit der Aus- 
gangssubstanz und der dialysierten Substanz. Die polarographische 
Untersuchung ergibt, da& auch die chemische Natur beider Substanzen 
identisch ist. An den im Dialysierwasser nachgewiesenen EiweiBkérper 
Apitoxin ist demnach die physiologische Wirksamkeit des Bienen- 
giftes gebunden. 


Bestrahlung mit ultraviolettem Licht. 


Um den EinfluB der UV-Strahlen auf die Gestalt der polaro- 
graphischen Kurve des Apitoxin zu studieren. wurden die Versuche so 
eingerichtet : 

Etwa 30 ccm einer !/59° igen Apitoxinlésung befanden sich in 
einer Schichtdicke von 1 cm in einer Petri-Schale, die durch Aufen- 
kiihlung auf tiefer Temperatur gehalten wurde. 


' Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 85, 319, 1919. — ® Ebenda 38, 381, 1897. 
— 3% Diese Zeitschr. 288, 126, 1936. 
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Von der bestrahlten Lésung, die vom Quarzbrenner der UV-Lanipe 


einen Abstand von 35 em hatte, wurde in gewissen Zeitabstiinden 1] ¢cy 
abpipettiert und zu einer bereitgehaltenen KobalttestlOsung gegeben, 
die dann sofort polarographisch untersucht wurde. 

Aus Abb. 5 geht hervor, daB mit zunehmender Bestrahlungszeit cic 
charakteristische Doppelwelle des Apitoxins immer kleiner wird. Dies 
hesagt, daB bei der UV-Einwirkung die Anzahl der aktiven S H-Gruppen 
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Abb. 5. Apitoxin in Kobalttestlésung. Brennerabstand 35cm. E V/s. 


abnimmt, was man zuniichst auf eine durch die photochemische Akti- 
vierung eingeleitete Assoziation der Apitoxinmolekeln zuriickfiihren 
kann. 

Diese Reaktion ist irreversibel, da die Wellenhéhe einer bestrahlten 
Lésung nach 24stiindigem Stehen gleich hoch ist wie die sofort nach 
Bestrahlung aufgenommene. 

Im Zusammenhang mit dieser Beobachtung sei erwihnt, daB die 
90 Minuten bestrahlte Lésung nicht uie geringsten Koagulations- 
erscheinungen aufwies. 

Die trotz AuBenkiihlung unvermeidliche geringe Temperatur- 
Erhéhung bei der UV-Einwirkung kann nicht als Ursache der 

Wellenerniedrigung angesehen werden. 
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Halbwertszeit entspricht. Die Kinetik der Abnahme des zweiten 
Buckels ist in Abb. 6 nicht wiedergegeben, da er sich.durch die Fin- 
wirkung des UV-Lichtes nicht mehr so scharf absetzt, daB eine genaue 
Vermessung mdglich ist. 

Alle in dieser Arbeit gemachten Potentialangaben beziehen sich auf die 


n-Kalomelelektrode. Alle Lésungen waren vor der polarographischen Unter- 
suchung durch Einleiten von Stickstoff vom gelésten. Luftsauerstoff befreit. 


Beim Herstellen der Lésungen wurden diese vor Zugabe von NH,OH 
ebenfalls sauerstofffrei gemacht, um eine Oxydation des zweiwertigen Kobalts 
zu vermeiden. 

Als Kapillare diente die genormte Kruppsche Kapillare mit einer lichten 
Weite von 0,1 mm. Die Tropfgeschwindigkeit betrug 42 Tropfen pro Minute, 
die Temperatur schwankte zwischen 22 und 23°. Als Aufnahmegerat diente 
der Polarograph von Leybold, Kéln. 

Das Bienengift wurde von der Chem. Fabrik Dr. August Wolff, Bielefeld, 
zur Verfiigung gestellt. 


3. Mikroskopische Untersuchungen. 


Die visuelle Beobachtung der Reduktionsvorginge im Kathoden- 
raum wurde mit Hilfe eines Mikroskopes bei I16facher VergréBerung 
vorgenommen, wobei zur besseren Sichtbarmachung der StrOmungen 
Graphitteilchen in der Elektrolytlésung suspendiert wurden, die bei 
seitlicher Anstrahlung als leuchtende Punkte im Gesichtsfeld erschienen. 
Als Kathode wurde wieder die Quecksilber-Tropfelektrode angewandt. 
Als elektrolytisches GefiB diente eine planparallele Kiivette mit einer 
Schichtdicke von 5mm. Ein am Boden eingeschmolzener Platindraht 
stellte die Verbindung zum Anodenquecksilber her. 


Die Stromstirke wurde mittels eines Spiegelgalvanometers, dessen 
Lichtzeiger auf einer zum Spiegel konzentrisch gekriimmten Skala 
spielte, kontrolliert. Bei diesen mikroskopischen Beobachtungen wurde 
festgestellt, daB bei den katalytischen Strémen des Apitoxin sowohl 
in Kobalttestlésung als auch in reinem Ammoniakpuffer Wasserstoff- 
bliischen an der Tropfkathode gebildet werden und daB Elektrolyt- 
bewegungen auftreten, die (der Lage des Potentials zum elektro- 
kapillaren Nullpunkt des Quecksilbers entsprechend) von dem Scheitel 
des Tropfens zu dessen Hals hingerichtet sind; die laminare Stromung 
ist zur Tropfenachse symmetrisch und besitzt eine maximale Ge- 
schwindigkeit von rund 3 mm/see (0.05 ° ige Apitoxinlésung). 


Derartige Elektrolytbewegungen haben jedoch im = Falle von 
katalytischen Reduktionen keine so starke i-erhGhende Wirkung wie 
bei einfachen Reduktionen (Maxima). Der 100- bis 50Q0mal gréBere 
StromfluB der katalytischen Wasserstoffabscheidung ist vor allem aul 
den Umstand der groBen Regeneration ind Verweilzeit der Molekel 








W. Fassbender: 


zuriickzufiihren. (Zur Feststellung, da allgemein bei allen kata. 
lytischen Wellen Hy-Blaschen sichtbar sind und Strémungen auftreten 
s. H. Fassbender, Diss. Bonn 1944.) 


1. Oszillographische Messungen. 


Bei der oszillographischen Untersuchung wurde an Stelle eines 
einfachen Spiegelgalvanometers ein solches mit sehr geringer Triigheit 
verwendet (Schwingungsdauer 1/599 Sekunde), sonst war die Versuchs. 
anordnung die gleiche wie bei den mikroskopischen Messungen. 

Der reflektierte Lichtstrahl wurde auf lichtempfindlichem Photo- 
papier aufgefangen, das mit einer Geschwindigkeit von 1/,em_ pro 
Sekunde transportiert wurde. 

Die oszillographischen Messungen ergaben Stromstirke-Zeitkurven 
fiir den Kinzeltropfen, die eine gréBere Steilheit besitzen, als sie bei 
Diffusions- und selbst Riihrungsstrémen erhalten wird. Bei normalem 
elektroreduktivem Geschehen stellt die i—t-Kurve fiir die Lebensdaue: 
eines einzelnen Tropfens bekanntlich eine Parabel nach t'!* dar. Mit 
groBer werdendem Tropfen wichst die Stromstirke zunichst sehr stark 
und dann immer langsamer an, was dadurch bedingt ist, daB die Ent- 
fernung., aus der die Ionen an den Tropfen herandiffundieren, imme 
groBer wird, so daB fast ein Grenzwert der Stromstirke erreicht wird. 
Beim Abfallen des Tropfens sinkt die Stromstirke wieder auf Null 
zuiick. Treten Maximastrémungen (Strémungen bei einfacher Reduk- 
tion) am Tropfen auf, dann werden Oszillogramme erhalten, bei denen i 
proportional ¢'/s ist. Dieser Exponent stellt den durch das Ohmsche 
(iesetz bestimmten Héchstwert der i—t-Abhiingigkeit dar. Dab bei 
Apitoxin ein noch gréBerer Abhangigkeitswert erhalten wird, was 
iiberhaupt fiir alle katalytischen Reduktionen (sowohl Proteine, Cystein. 
Alkaloide und Pt:Edelmetalle)! giiltig ist, ist, wie in vorgenannte! 
Arbeit noch niher begriindet wird, auf die Mitwirkung eines Ad- 
sorptionsvorganges zuriickzufiihren. Die Deutung besteht darin, dab 
die Katalytische Aktivitit der Oberflicheneinheit des Hg-Tropfens mit 
zunehmender Wachstumszeit zunimmt. Dieses wiederum ist darauf 
zuriickzufiihren. daB die aus der Abhangigkeit der Wellenhéhe von der 
Konzentration erschlossenen Adsorptionen noch nicht als wirkliches 
Gleichgewicht vorliegen, sondern daB dieses noch in der Einstellung 
begriffen ist, und zwar im Sinne einer zunehmenden Adsorption. Fiir 
die QOszillogramme der Apitoxinlésung (0,1 mol. NH,OH—NH,CI, 
m 1000 CoCls, 0.001 °, Apitoxin) beim Potential des Buckelmaximums 


gilt i =k-t'!2, Der dann vorliegende StromfluB stellt die Summe aus: 


dem Diffusionsstrom der Kobaltreduktion (nach ¢'/*) und dem katalv- 


1 H. Fassbender, Diss. Bonn 1944. 
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tischen Strom dar. Hieraus ist. zu folgern, daB fiir den katalytischen 
Strom allein ein noch gréBerer Zeitexponent der Stromstirke erhalten 
wiirde, wenn er unter Weglassung des Co-Diffusionsstromes registriert 


werden kénnte. 
Zusammenfassung. 


1. Bienengift ist ein schwefelhaltiger Eiwei8kérper von der GréBen- 
ordnung eines Polypeptids. Der Schwefel liegt in Form von Sulfhydryl- 
baw. reduzierbaren Disulfidgruppen vor. Das Molekulargewicht wird 
auf gréBenordnungsmaBig 1000 festgelegt, was aus der Starke des 
katalytischen Wasserstoffeffektes und der Vorverlegung der Wasserstoff- 
reduktion geschlossen wird. 

2. Die charakteristische Doppelwelle des Apitoxins wird durch 
ultraviolette Strahlen erniedrigt: der Grund hierfiir wird in der Asso- 
ziation der Apitoxinmolekeln gesehen, wodurch die Anzahl der reaktions- 
fihigen SH-Gruppen kleiner wird., Trotz einer Bestrahlungsdauer von 
90 Minuten tritt keine Koagulation in der Lésung auf, was ebenfalls 
fiir eine relativ kleine MolekelgréBe spricht. In demselben Sinne ist 
die Feststellung zu deuten, daB nach Erhitzen der Apitoxin-Lésung auf 
100°C keine Abnahme der Wellenhéhe (also keine Assoziation ode 
ger Koagulation) erfolgt. 

3. Bienengift ist dialysabel durch die Hiilsen von Schleicher & 
Schill. Die dialysierte Substanz, die nach Hahn die gleiche toxische 
Wirksamkeit wie das native Bienengift zeigt, ist auch polarographisch 
in der gleichen Weise wirksam, wie das native Gift. Toxizitat und 
chemische Natur gehen also parallel. 

4. Das native Bienengift ist in bezug auf die polarographische 
Wirksamkeit identisch mit dem in der Firma Dr. August Wolff, Biele- 
feld, isolierten Apitoxin. 














Uber die Entwicklungshemmung 
humaner Tuberkelbazillen durch aliphatische 
und aromatische Siiuren im Reagensglas. 
Von 
EF. Kiister und Th. Wagner-Jauregg. 


(Aus dem Hygienischen Institut der Universitat und dem Forschungsinstitut 
fiir Chemotherapie, Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 5. Mai 1944.) 


Beziiglich ihrer Widerstandsfihigkeit gegen physikalische und 
chemische Schidigungen nehmen die siurefesten Bacterien und unter 
diesen vor allem die Tuberkelbazillen eine besondere Stellung ein. Sie 
werden in ihrer Virulenz, Vermehrungs- und Lebensfahigkeit, wohl in- 
folge des Gehalts ihrer Leibessubstanz an wachsihnlichen Verbindungen, 
durch Austrocknung, Licht, Saéuren und Alkalien im allgemeinen 
weniger angegriffen als die tibrigen Spaltpilze; trotz jahrzehntelanger 
und vielseitiger Bemiithungen haben die desinfektorischen und chemo- 
therapeutischen Versuche zur Bekimpfung von Tuberkelbazillen bisher 
nur zu sehr bescheidenen Erfolgen gefiihrt. Uns interessierten zuniichst 
insbesondere die Versuche von R. Adams und W. Stanley, nach denen 
die Alkalisalze der Hydnocarpus- (1) und der Chaulmoograsdure (11) die 
kulturelle Vermehrung der Tuberkelbazillen stark behindert, wihrend 
die gesiittigten, unverzweigten Fettsiuren mit gleicher Kohlenstoffzahl, 
nimlich Palmitin- und Stearinsiure, wirkungslos sind. Von syntheti- 
schen Fettsiuren hemmen besonders verzweigte, und zwar disubstituierte 
Essigsiuren mit insgesamt 16 bis 18 und einer maximalen Kettenlange 
von etwa 9 bis 11 Kohlenstoffatomen die Entwicklung siiurefester 
Bazillen!, z.B. die Diheptylessigsdure (IV) oder die «-Cycloheayl- 
undecylsdure (V). 


\S—(CH,),,COOH. I. CHs (CHs)¢ 
woman CH, (CH,), CHCOOH. 
7 CH) COOH. Il oH, (CH,),CHCOOH. 
ae | V. 
CH,(CH,),COOH. III. bw, 


Das Optimum der Wirkung scheint auBer in einer gewissen Kon- 
stitutionsspezifitat durch eine Mindest- bzw. Héchstzahl von Kohlen- 
1 W. Stanley, J. of Pharmacol. 45, 121, 1932: Th. Wagner-Jauregg, Zeitschr. 


f. Hyg. u. Inf.-Krankl. 124, 311, 1942; Leder-Packendorf, Chem. Centralbl. 1943, 
I, 2202. 
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stoffatomen in der lingsten Molekiilausdehnung bedingt zu sein. Im 
Tierversuch konnten Andeutungen einer therapeutischen Wirkung bei 
experimenteller Tuberkulose bisher vor allem mit Derivaten der Hydno- 
carpus- und der Chaulmoograsiure festgestellt werden}, was allerdings 
vielleicht darauf beruht, daB diese Verbindungen besonders eingehend 
gepriift wurden. 


Es erscheint die Annahme berechtigt, daB die Entwicklungs- 
hemmung siurefester Bazillen durch die angegebenen Carbonsiuren 
auf einer Verdriingung zelleigener Fettsduren beruht, als deren Folge 
eine starke Schidigung der Lebensfunktionen der Bacterien anzunehmen 
ist. Diese Vorstellung stiitzt sich auf die Tatsache, daB Lepra- und 
Tuberkelbazillen als charakteristische Zellbausteine verzweigte Fett- 
siuren enthalten, von denen besonderes Interesse die Phtionsdure 
verdient, da man mit ihr im Tierversuch die typisch pathologischen 
Erscheinungen des tuberkulésen Gewebes erzeugen konnte. Nach 
Ng. Buu-Hoe und A. R. Ratsimamanga? ruft auch die synthetische 
a, t-Dimethylstearinsdure (VI) die gleichen Gewebsverinderungen her- 
vor, wihrend die unverzweigte isomere Arachinsdure (VII) wirkungslos 
ist. Durch besonders starke Wirkung zeichnet sich die ungesattigte 
a, «-Dimethyl-oleyl-essigséure (VIII) aus. Die Phtionsaure besitzt ver- 
mutlich die Struktur einer trisubstituierten Essigsiure mit zwei langen 
und einer kurzen Kette; nach Birch und Robinson? soll ihr die Formel 


CH, 
| 
CH,—(CH,),,—C—COOH. VI. 
| 
CH, 
CH; 
| 
CH,—(CH,),—CH=CH—(CH,),C—COOH. VIII. 
| 
CH, 
CH;,—(C Hy), 
CH,—(CH,),,—C—COOH. IX. 
CH,—CH, 
CH, 
| 
CH,;—(CH,),C H—(CH,),.. z+ 2’ ote y = 18 oder 19. ¥ 
be z= Qode 1. ~~ 


CH,—(CH,),—C = COOH. 
CH,—(CH,),” 

1 Th. Wagner-Jauregg, |. c. 1 und Zeitschr. f. d. ges. exper. Med., im Druck. 

— 2 C.r. Soc. Biol. 137, 189, 369, 1943; Ng. Ph. Buu-Hoe u. P. Cagniant, 

Zeitschr. f. physiol. Chem. 279, 76, 1943. — ° J. chem. Soc. London 1940, 

S. 507. 
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einer Ath yl-n-de cyl-n-dodecyl-essigsiure (IX) zukommen. Das Amid de 
auf synthetischem Wege hergestellten Trialkylessigsiure IX schmily; 
bei 87°. das Phtionsiureamid bei 45°. Es wurde daraus geschlossen 
daB die von Robinson vorgeschlagene Formel IX fiir die natiirlicls 
Phtionsiure nicht zutreffen kénnte. Diese SchluBfolgerung ist zw 
nicht ganz exakt, da dabei ein synthetisches Racemat mit einem Deriv«: 
der optisch-aktiven Phtionsiiure verglichen wurde: sie diirfte aber doc 
wohl zutreffend sein, weil die Schmelzpunkte der beiden Amide x 
weit auseinanderliegen. Buu-Hoe und Cagniant schreiben der Phtion- 
xiiure eine stiirker verzweigte Formel X zu. 

Ks wurde auch angegeben, dab einige der natiirlichen Fettsiure: 
init einer Kettenkinge von um 10 Kohlenstoffatomen in vitro ent. 
wicklungshemmende (bacteriosvatische) Wirkung gegeniiber Tuberkel. 
hazillen zeigen?. In der Tat fonden wir in einer Verdiinnung von 1 + 5000 
die gleiche. fast vollstindige Entwicklungshemmung durch die Natriun- 
salze der n-Nonylsiiure (Cg). Caprinsiiure (Cig) und Undeeylsiiure (C,, 
Formel IIE), wie durgh Chaulmoograsiiure (Cyg). Diesen Befunden 
entsprechen neuere Beobachtungen von W. Franke und A. Schillinge ’ 
wonach sich die mittleren gesittigten Fettsiuren (Cy) bis C,,) in be- 
stimmten Konzentrationen atmungshemmend erwiesen, wiihrend die 
niederen und héheren Fettsiuren die Atmung steigern. Diese ..Fett- 
siiureliicke’’ diirfte wohl nicht auf einer in bezug auf die siiurefesten 
Isazillen besonders spezifischen Wirkung beruhen. da sie, in gewissen 
MaBe, auch bei anderen Mikroorganismen zu finden ist. Sie h‘ingt 
vielleicht mit den speziellen physikalisch-chemischen Eigenschaften 
(Schwerléslichkeit einiger Salze u. a.) zusanimen, 

Unter den aromatischen Siiuren ermittelte man erst vor kurzen 
solcke mit einef spezifischen Wirkung gegeniiber siurefesten Bazillen 
A, Saz und F. Bernheim4 teilten vor 3 Jahren mit, daB Salicylsdure. 
2, 3, 5-Trijodbenzoesdure und 3, 5-Dijodsalicylsdure das Wachstum von 
Tuberkelbazillen hemmen. Vergleichsversuche mit Chaulmoograsiure 
liaben uns folgende Werte ergeben: 








Chaulimoogra- 
sdure 
Koettizient t 


| Heimnnungs- 
| konzentration 








aaa a ee —— --—_—  --— 
Chaulmoograsaures Natrium....... Lt: 7600 1,0 
Salicylsaures Natrium............. 1: 10000 0,7 
5-Jodsalicylsaures Natrium ........ 1:10000 | 1,25 
3, 5-Dijodsalicylsaures Natrium..... 1:25000 | 4.5 


' Buu-Hoi u. Cagniant, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 76, 689, 1943. 
> 8. lijima, Tohoku J. exp. Med. 25, 424, 1935; Ref. Chem. Centra!bl. 1935. 
It, 3397. 3% Diese Zeitschr. 316. 311, 1944. 4 J. of Pharmacol. a. exp. 
Therapeut. 73, 78, 1941: Chem. Centralbl. 1942, If. 2705. 
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Demnach wirkt die Salicylsaure (auf gleiche Molekiilanzah] bezogen) 
schwacher, ihr Monojodsubstitutionsprodukt etwas, 3, 5-Dijodsalicyl- 
siure deutlich stirker hemmend als Chaulmoograsiure. Die ent- 
wicklungshemmenden Eigenschaften der m-Oxybenzoesiure fanden 
wir von gleicher GréBenordnung wie diejenige der Salicylsiure (o-Oxy- 
benzoesiure), die p-Oxybenzoesiure ist schwiacher aktiv. Der Ersatz 
des Halogens der 5-Jodsalicylsiure durch Brom verringert die das 
Kulturwachstum hemmende Wirkung nur wenig. Die amerikanischen 
Autoren stellten fest, daB 3, 5-dijod-salicylsaures Natrium, im Gegen- 
satz zum Trijodbenzoat, nicht nur bacteriostatisch, sondern auch 
bactericid wirkt, d.h. die mit einer 5mg®igen Lésung (1 : 20000) 
3 Wochen lang behandelten Tuberkelbazillen entfalten nachher auf 
frischem Medium kein Wachstum mehr!. 

Die spezifisch-antiseptische Wirkung des Natriumsalicylats gegeniiber 
Staphylokokken und anderen Bacterien hat Jvanovics? als Hemmung der 
Synthese der fiir das Wachstunf dieser Keime notwendigen Pantothensdure 
erkannt. Es wurde vermutet, daB auch fiir Tuberkelbazillen dieser Wuchsstoff 
unentbehriich ist, aber von den Keimen selbst aus zugefiihrtem Asparagin 
gebildet wird (Bacterienhormon)*. Folgender Versuch scheint diese Annahme 
zu erharten: setzt man einer Sauton-Nahrlésung pantothensaures Natrium 
(in Verdiinnung von 1: 1000 bis 1: 1250) zu, dann 1aBt sich die Wachstums- 
geschwindigkeit menschlicher Tuberkuloseerreger ein wenig steigern. Dieser 
Effekt wird durch gleichzeitige Zugabe von salicylsaurem Natrium wieder 
ausgeléscht. Uberraschend ist die in einer Arbeit von Bernheim‘ angegebene 
Oxydation von Benzoe- und Salicylsiure durch Tuberkelbazillen. Dies zeigt, 
daB ein bacteriostatischer Effekt mit einer Atmungssteigerung verkniipft sein 


kann. Es ware von Interesse, die Zwischenprodukte des Salicylsaureabbaus 
in den Bazillen kennenzulernen ; vielleicht stellt erst eines davon den eigentlichen 
Hemmstoff dar. 

Hoffentlich bringt uns die Erkenntnis der antiseptischen Eigen- 
schaften jodierter Salicylsiiuren auf dem Wege einer Chemotherapie 
der Tuberkulose ein Stiick weiter. Das 3, 5-dijod-salicylsaure Natrium 
selbst ist, subeutan in wiisseriger Lésung verabreicht, bei der experi- 
mentellen Tuberkulose des Meerschweinchens ohne Wirkung5; vielleicht 
wird es infolge seiner Wasserléslichkeit zu rasch aus dem Organismus 
wusgeschwemmt. Die Synthese von Derivaten, welche fiir die Chemo- 
therapie geeignet scheinen, haben wir in Angriff genommen. Saz und 
Bernheim (l.c.) bestimmten bereits die Toxizitit des 2, 3, 5-Trijod- 
henzoats. Die Ausscheidung beim Menschen nach peroraler Verab- 


' Aus Hemmungskonzentration und Molekulargewicht berechnet.  Ent- 
spricht der ,,Molaren Hemmungsaktivitat’S bei Th. Wagner-Jauregg, Zeitschr. 
f. Hyg. 124, 315, 1942. * Zeitschr. f. physiol. Chem. 276, 33, 1942. 

* Th. Wagner-Jauregg, Naturwiss. 31, 335, 1943. 4 J. of Bacteriol. 41, 
387, 1941. 5 Die Durchfiihrung des therapeutischen Versuchs verdanken 
wir dem Werk Elberfeld der I. G. Farbenindustrie. 
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reichung erfolgt langsam mit dem Harn; alles Jod bleibt dabei in 
organischer Bindung erhalten. Wir konnten mit der bei EL. Maschmann' 
angegebenen Versuchsanordnung feststellen, da auch in der 3, 5-Dijod. 
salieylsiure kein ,,biologisch aktives‘‘ Jod enthalten ist. Zu diesen 
Zweck verabreichten wir zwei Kaninchen subcutan 16 Tage lang 25 y 
Jod in Form von_ 3, 5-dijodsalicylsaurem Natrium, nachdem diese 
Tiere vorher 3 Monate lang taglich mit 80g getrocknetem Wei kraut 
und 10g Hafer gefiittert worden waren. Die Schilddriisen blieben 
dabei fast vollkommen jodfrei, genau so wie bei Behandlung mit der 
isomeren Dijod-p-oxybenzoesiure, waihrend durch Dijodtyrosin oder 
Kaliumjodid ein Jodgehalt der Thyreoidea um 15 mg®, erzeugt wird? 


Die Wachstumsversuche wurden mit einem humanen Tuberkelbazillen- 
stamm auf Sauton-Nahrlésung bei 37° durchgefihrt. Als KulturgefaBe dienten 
200-ccm-Erlenmeyer-Kolben, die mit jeweils 100 ccm steriler Sauton-Lésung 
beschickt waren. Der Tb.-Stamm besaB friiher éine sehr hohe Virulenz fiir Meer- 
schweinchen, wurde aber durch Serienziichtung auf fliissigen Nahrbéden in 
171 Generationen bei einer Fortziichtungszeit von 15 Jahren praktisch avirulent, 
so daB heute 2 mg ohne tuberkulése Erkrankung vom Meerschweinchen ver- 
tragen werden. Die Wachstumsenergie des Stammes auf fliissigem Nahrboden 
nahm in der Serienziichtung zu und ist heute recht groB und gleichmaBig, so 
daB ein wachstumshemmender Zusatz zu dem. Nahrboden gegeniiber Kontroll- 
kulturen durch Vergleich der auf der Oberflache gewachsenen Hautchen leicht 
und sicher abgelesen werden kann. Der Stamm besitzt hohe Tuberkulinbildung 
und verleiht Meerschweinchen eine weitgehende relative Immunitat gegen nach- 
folgende Infektionen mit virulenten Tuberkelbazillen. Tuberkulése oder auch 
nur histologische Veranderungen der Organe werden durch unseren Stamm 
Tb hum. alt Nr. 173 bei Verimpfung in die Bauchhéhle von Meerschweinchen 
nicht erzeugt, wohl aber eine starke Tuberkulin-Hautempfindlichkeit. 

Die Kulturversuche wurden von der techn. Assistentin d. Hyg. Instituts 
Fraulein Kuper ausgefiihrt. 


1 Naturwiss. 30, 262, 1942. 2 Diese Untersuchung fiihrte Fraulein 
Ek. Schreiber durch. 
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